











Uber verschiedene Typen von Aminoséureanhydriden 
und ihr Verhalten gegen Gerbstoffe und Farbstoffe. 


Von 
Max Bergmann, Arthur Miekeley und Erich Kann’). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1926.) 


Die Existenz der Aminosiureanhydride (Dioxopiperazine) in 
mehreren desmotropen (bindungsisomeren) Formen ist schon lange 
vermutet worden”). Sie hat sich realisieren lassen an zwei Dioxo- 
piperazinen, die durch Wasserabspaltung aus Glykokoll und Serin 
bzw. aus Alanin und Serin entstanden gedacht werden miissen. Das 
Methyien-dioxopiperazin I (aus Glykokoll + Serin entstanden) lieB sich 
einerseits iiberfiihren in Iso-methylen-dioxopiperazin (II), andererseits 
in Allo-methylen-dioxopiperazin (III) und dieselben Isomerisationen 
wurden an dem methylreicheren Methylen-methyl-dioxopiperazin IV 
(aus Alanin + Serin entstanden) durchgefiihrt : 

CO—NH—C=CH, 4 II. [(C,H,O,N,] 
2 ‘  Tso-methylen-dioxopiperazin 
CH,—NH—CO 
Methylen-dioxopiperazin ‘“ Il. (C,H,O,N,) 


C,H,O,N, Allo-methylen-dioxopiperazin 
CO—NH—C—CH, J V. [(CgH, Og Ng) 


IV. CH. d H_N dy O Iso-methylen-methyl-dioxopiperazin 
Methylen-methyl-dioxopipe- VI. [CsH,0,N,)} 
razin C,H,O,N, Allo-methylen-methyl-dioxopiperazin 

Diese Iso- und Allopiperazine sind zwar noch aus den wenig umfang- 
reichen Atomgruppen C,;H,O,N, und C,H,O,N, aufgebaut. Aber 
diese aufbauenden Gruppen sind durch verhiltnismaBig stark ent- 
wickelte aggregierende Krifte untereinander verankert, so daB unsere 
Iso- und Allopiperazine den Habitus hochmolekularer Stoffe aufweisen. 





1) XIV. Mitteilung iiber Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe. 
*) Vel. z. B. EB. Fischer, B. 39, 570, 1906. 
Biochemische Zeitschrift Band 177. ] 




















2 M. Bergmann, A. Miekeley u. E. Kann: 


Die Feststellung, daB auch eng umgrenzte organische Atomgruppen 
das Gebahren hochmolekularer Stoffe annehmen kénnen, ist in ihrer 
allgemeinen Bedeutung fiir die Chemie der Proteine und fiir die struktwur- 
chemische ErschlieBung kolloidchemischer Erscheinungen ganz wna). 
hangig von dem speziellen Problem, inwieweit am Aufbau der natiirlichen 
Proteine Dioxopiperazine beteiligt sind. Wesentlicher ist vielmehr, 
daB theoretische Gesichtspunkte und mancher experimentelle Befund 
einen Aufbau der Proteine durch Aggregation ziemlich eng umgrenzter 
Atomgruppen wahrscheinlich machen, wobei die aggregierenden 
Gruppen durchaus nicht untereinander gleich zu sein brauchen. 
Unsere Iso- und Allopiperazine sind ein willkommenes Material, 
die Gesetze derartiger Aggregationen zu studieren. Wir teilen im 
folgenden einige neue Beobachtungen iiber die verschiedenen Dioxo- 
piperazinformen mit. 


Verfahren zur Umlagerung von Dioxopiperazinen. 


Wenn man, wie dies haufig geschehen ist, Bindungsverschieden- 
heiten innerhalb der Siureamidgruppe (N-Peptidgruppe) von Peptiden 
oder Dioxopiperazinen zur Erklirung des Aufbaues, der Labilitét und 
des Formenreichtums der Proteine heranziehen will, dann gilt es vor 
allem, experimentelle Bedingungen fiir den Eintritt derartiger Bindungs- 
anderungen aufzufinden. 

In letzter Zeit sind denn auch von verschiedenen Seiten Versuche 
angestellt worden, welche eine Umlagerung der Dioxopiperazine durch 
Erhitzen mit wasserfreiem Glycerin, Diphenylamin oder Anilin auf hohe 
Temperatur anstreben. So interessante Ergebnisse derartige Versuche 
auch in den Hiainden von Shibata!) und anderen Forschern ergeben haben, 
so scheint die Reindarstellung derartig isomerisierter Dioxopiperazine 
bisher doch kaum gegliickt zu sein. Vor allem aber kann man einwenden, 
daB die Brutalitat dieser Arbeitsverfahren dem physiologischen Ge- 
schehen wenig ahnlich ist und daB dabei unkontrollierbare Aufspaltungen 
und Synthesen keineswegs so ausgeschlossen sind, wie man vielfach 
voraussetzt. 

Um eine méglichst weitgehende Anpassung an physiologische Ver- 
haltnisse zu erzielen, haben wir seit Jahren nach Umlagerungsméglich- 
keiten der Dioxopiperazine gesucht, welche allzu hohe Temperaturen 
vermeiden und auf die Verwendung kérperfremder aggressiver Chem.- 
kalien verzichten. Es muBte angestrebt werden, in verdiinnter wisseriger 
Lésung und lediglich durch Verschiebung der Aciditits- bzw. Alkalitats- 
verhaltnisse auf die Struktur der Dioxopiperazine einzuwirken. Schon 


1) Keita Shibata, Acta Phytochimica 2, 39, 1925. 
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vor 2 Jahren hatten wir festgestellt*), daB Methylen-dioxopiperazin (I) 
durch bloBes Auflésen in Alkalihydroxyd und Wiederausfillen mit 
Saure in die physikalisch und chemisch ganz davon verschiedene reine 
Isoform (II) tibergeht. Genau so verhalt sich das methylreichere 
Homologe (IV), das dabei in das Isomere V verwandelt wird. Neuerdings 
haben wir festgestellt, daB der ProzeB anders verliuft, wenn man statt 
mit Alkalihydroxyden mit schwacher basischen Objekten arbeitet. 
Beim Methylen-methyl-dioxopiperazin IV geniigt z. B. lingeres Auf- 
bewahren oder kurzes Erwirmen mit einer verdiinnten wisserigen 
Argininlésung, um die Bildung von betriachtlichen Mengen der Allo- 
form VI zuerreichen. Man erhalt dabei die Alloform sogar in besonderer 
‘einheit, so daB dieses Verfahren zur praparativen Darstellung in 
Betracht kommt. 

0,5 g Methylen-methyl-dioxopiperazin?) wurden mit 8ccm einer 
2\,proz. wasserigen Auflésung von reinem Arginin im verschlossenen 
Rohr einige Stunden auf 70 bis 80° erwirmt. Schon nach 1 Stunde 
begann die klare, etwas gelblich gefarbte Lésung einen farblosen Nieder- 
schlag des schwer léslichen Allo-methylen-methy]-dioxopiperazin abzu- 
scheiden, der aus winzigen, oft undeutlichen Nadelchen bestand. Am 
SchluB wurde abgesaugt und dreimal mit 10ccm Wasser sorgfiltig 
ausgekocht. SchlieBlich betrug die Ausbeute noch 0,1 g eines vdllig 
farblosen Praparats. 

Zur Analyse wurde bei 78° und 0,5 mm tiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. 


5,815 mg Substanz: 11,000 mg CO, und 3,130 mg H,0, 
3,360 ,, - 0,603 com N (23°, 745mm, 50 Proz. KOH). 


C,H,O,N, (140,08) Ber.: C 51,40 Proz., H 5,76 Proz., N 20,00 Proz. 
Gef.: C 51,59 ,, H6,02 ,, N 20,22 


Beim Aufkochen in warmer iiberschiissiger n-Natronlauge und 
nachtraglichem Zusatz von Eisessig fiel das Dioxopiperazin in hiibschen 
mikroskopischen Nadelchen aus. Bei der Spaltung mit konzentrierter 
Salzsiure (D. 1,19) entstand ein Chlorhydrat vom Schmelzpunkt 258°, 
das nach der Analyse mit dem kiirzlich*) aus dem Allopiperazin erhaltenen 
Tetrapeptid-chlorhydrat identisch war (C,.H,,0,N,Cl,. Ber.: N 14,40, 
gef.: N 14,57). Das Piperazin gab mit Alkali eine farblose, keine gelbe 
Lisung. Ein Acetylierungsversuch gab keine Acetylaufnahme. Dies 
alles sind Eigenschaften, wie sie fiir unser friiher auf anderem Wege 
gewonnenes Allo-methylen-methyl-dioxopiperazin charakteristisch sind. 


1) H. 140, 128, 1924. 
*) H. 146, 259, 1925. 
8) A. 448, 47, 1926. 
1* 











4 M. Bergmann, A. Miekeley u. E. Kann: 


Wir haben vor, die Frage der Identitaét der auf verschiedenen Wegen 
gewonnenen Priparate noch weiter zu priifen. Weiter unten schildern 
wir den Vergleich derartiger Priparate auf ihr Adsorptionsvermégen 
gegen Malachitgriin. 


Nach demselben Verfahren lassen sich auch andere Dioxopiperazine 
strukturell abwandeln. Zum Beispiel haben wir das Alanyl-serin-anhydrid 


CO—NH—CH.CH,OH 
CH,. bye oO 


mit wasseriger Argininlésung in ein ausgezeichnet kristallisiertes, auch 
in heiBem Wasser sehr schwer lésliches Produkt verwandelt, das wir 
fiir Allo-methylen-methyl-dioxopiperazin oder ein nahes Verwanctes 
desselben halten. 


Zur Analyse wurde bei 78° und 0,5 mm iiber P,O,; getrocknet, 


2,705 mg Substanz: 0,475cem N (20°, 745mm, 50 Proz. KOH) 
C,H, 0,N, (140,08) Ber.: N 20,00 Proz., Gof.: 20,05 Proz. 


Wir legen auf diesen Befund Wert, weil er zeigt, daB das Anhydrid 
zweier in den Proteinen weit verbreiteter Aminosauren durch eine andere, 
ebenfalls weit verbreitete Aminosiure in wisseriger Lésung isomerisiert 
werden kann. Das natiirliche Vorkommen unserer Allopiperazine 
gewinnt durch diese Feststellung an Wahrscheinlichkeit. 


Wir haben uns ferner iiberzeugt, daB auch Ammoniak, Guanidin- 
salze und ahnliche Basen in wiasseriger Lésung umlagernd auf Amino- 
siureanhydride wirken, und behalten uns vor, die Umlagerung von 
Peptiden und Peptidanhydriden in wisseriger Lisung eingehender zu 
untersuchen. 


Kolloidale Formaldehydverbindung des Methylen-methyl-dioxopiperazins. 


Die Einwirkung von Formaldehyd auf Aminosiuren und Dioxo- 
piperazine ist im Hinblick auf die Chemie der Formaldehydgerbung 
und auf ahnliche Fragen wiederholt untersucht worden. Glycinanhydrid 
liefert mit dem Aldehyd nach den Feststellungen von Cherbuliez und 
Feer!) und von Bergmann, Jacobsohn und Schotte*) das sogenannte 
N, N’-Dimethylol-dioxopiperazin VII. Das Diacetat VIII dieses Stoffes 
haben Bergmann, Miekeley und Kann*) bei gleichzeitiger Einwirkung 
von Trioxymethylen, Essigsiureanhydrid und Natriumacetat auf 
Glycinanhydrid gewonnen. Alle diese Stoffe sind, genau wie die ver- 


1) Helv. chim. acta 5, 678, 1922. 
2) H. 181, 18, 1923. 
%) H. 146, 247, 1925. 
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schiedenen bisher besprochenen isomeren Dioxopiperazine, gut kri- 
stallisiert. 


CH,.OH CH,.OCOCH, 
| 
CH,—N—CO CH,—N—CO 
vu. | ) VIII. | 
O—N—CH, cO—N—CH, 
-H,.OH bu, ococn, 


Stoffe von viel geringerem Kristallisationsvermégen entstehen, 
wenn man Aldehyde auf Methylen-methyl-dioxopiperazine IV ein- 
wirken 14Bt. Z. B. hat die Verbindung aus iquivalenten Teilen des 
Piperazins mit Formaldehyd eine ausgesprochene Neigung, mit Wasser 
kolloide Lésungen zu bilden. 

lg Methylen-methyl-dioxopiperazin wurden mit l0ccm einer 
3proz. Formaldehydlésung (6 Mol.) im geschlossenen Rohr 2 Stunden 
auf 75° erwirmt. Dabei erfolgte bald véllige Lésung. Sie wurde unter 
geringem Druck verdampft und der Riickstand in wenig Wasser auf- 
genommen, um eine kleine Menge unverindertes Ausgangsmaterial 
abzuscheiden (0,2g. Ber.: N 20,0 Proz., gef.: N 19,71 Proz.). Das 
Filtrat davon hinterlieB bei erneutem Verdampfen einen schwach gelb 
gefarbten Sirup, der zur vollstandigen Entfernung des nicht verbrauchten 
Formaldehyds noch stundenlang im Hochvakuum gehalten wurde. 
SchlieBlich wurde in wenig heiem Wasser aufgenommen und durch 
Zusatz von absolutem Alkohol wieder abgeschieden. Wir erhielten dabei 
einen flockigen Niederschlag, der abgesaugt, mit Alkohol ausgekocht 
und im Vakuumexsikkator getrocknet wurde. 0,7 g. Weitere Mengen 
lieBen sich durch Verarbeitung der wasserig-alkoholischen Mutterlauge 
gewinnen, so daB schlieBlich 1,0 g erhalten wurden. 

Zur Analyse wurde bei 56°,und 0,5 mm itiber Phosphorpentoxyd 
auf konstantes Gewicht gebracht. 

0,1001 g Substanz: 0,1825 g CO, und 0,0535g¢ H,O, 


0,1254g¢ ,, 0,2268g¢ CO, ., 0,0696g H,O, 
0,1322¢ ., 19,95 ecm N (19°, 735mm, 33 Proz. KOH). 
2,.780mg_,, 0,403 ., N (19, 748 ,, 50 ,, KOH). 


C,H,,0,N, (170,10) Ber.: C 49,41 Proz., H 5,93 Proz., N 16,47 Proz. 
Gef.: C4072 .. BSS . NiG678 .. 
C40,32 .. H6G2l ,, N 16,68 


Das Monoformal-methylen-methyl]-dioxopiperazin, wie die Ver- 
bindung vorerst genannt werden mag, bis die Struktur geklart ist, 
la8t unter dem Mikroskop keinerlei kristallinische Teile erkennen. 
Es list sich auBerst wenig oder gar nicht in den gebrauchlichen organi- 
schen Lésungsmitteln. Mit kaltem Wasser quillt es erst zu einer klebrigen 
Masse, die langsam mehr oder weniger in Lésung geht. Heifes Wasser 
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lést unter ahnlichen Erscheinungen ziemlich schnell, und beim Erkalten 
scheidet sich nichts mehr ab. Aber bei langerem Aufbewahren in Glas. 
gefaBen oder, wenn eine geringe Menge von Elektrolyten zugefiigt 
wird, tritt Gallertbildung ein, ahnlich wie bei Leim. Nur ist in unserem 
Falle zur Gelatinierung eine etwas gréBere Konzentration erforderlich 
als bei natiirlichem Leim. 

Die lproz. wasserige Lésung zeigt kurz nach dem Auflésen kein 
sichtbare Gefrierpunktserniedrigung. Nach drei- bis vierstiindigem 
Stehen treten aber deutliche, wenn auch geringe Depressionen ein, cic 
jedoch auch mit der Zersetzlichkeit der Formalverbindung zusammen. 
hingen kénnten, von der weiter unten noch die Rede sein wird. Die 
Molekulargewichtswerte von 3000 bis 1000, die sich aus den gefundenen 
Depressionen errechnen, haben darum eine recht zweifelhafte Bedeutung 
fiir die TeilchengréBe unserer Formalverbindung. 

LaBt man die wisserigen Lésungen unseres Formaldioxopiperazins 
in diinner Schicht auftrocknen, so entstehen glasklare Filme, die etwas 
spréder sind als natiirliche Gelatine. Behandelt man derartige Filme 
mit Chromat, so werden sie lichtempfindlich und nach Belichtung sind 
sie schwer léslich in warmem Wasser. Man kann daher mit Hilfe unserer 
Monoformalverbindung Lichtdrucke herstellen, wie mit Gelatine. 

Wisserige Liésungen der Formalverbindung geben keine Biuret- 
reaktion. Dagegen geben sie auch in sehr groBer Verdiinnung mit Gerb- 
stoffen schwer lésliche Niederschlage. 

Beim Erhitzen mit Saéuren oder beim laingeren Kochen mit Wasser 
verliert die Formalverbindung einen groBen Teil ihres Formaldehyds 
aber niemals den ganzen, urspriinglich aufgenommenen Betrag, sondern 
nur etwas mehr als die Halfte. So wurden 


bei vierstiindigem Kochen mit Wasser ab- 


OUROENOM. so to oo sé tee » BQO Rees. Fommeidenyd 
bei vierstiindigem Kochen mit starker 

Phosphorséure abgespalten. . . . . . 10,4 ,, - 
bei elfstiindigem Kochen mit starker 

Phosphorséure abgespalten. . . ... 118 ,, »» 
pense ir. 2 CRD... «0-0-5 oa « TEM »» 


Bei allen derartigen Zersetzungen fallen nach einiger Zeit farblose. 
amorphe, ganz unlésliche Niederschlage aus, die in der Zusammensetzung 
zwischen der Monoformalverbindung und dem Methylen-methy!- 
dioxopiperazin stehen. Es handelt sich also nicht um einen blofen 
Koagulationsvorgang, wenn auch die duBeren Erscheinungen stark 
daran erinnern. 

Die Schwerléslichkeit der Monoformalverbindung in den meisten 
organischen Lésungsmitteln und ihre Zersetzlichkeit in der Hitze haben 
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Aminosaureanhydride. 7 
uns vorerst gehindert, Bestimmungen der TeilchengréBe in Phenol- 
cder Eisessiglésung auszufihren. 


Katalytisch mit Palladiumschwarz erregter Wasserstoff wird von 
der Formalverbindung nicht aufgenommen, wihrend das Ausgangs- 
material, das Methylen-methyl-dioxopiperazin, unter diesen Umstanden 
leicht zu Alaninanhydrid hydriert wird’). 

Wir glauben aus dem Verhalten des Monoformal-methylen- 
methyl-dioxopiperazin den SchluB ziehen zu dirfen, da8 fiir das kolloid- 
chemische Verhalten der EiweiBkérper und insbesondere der Gelatine 
der Aufbau aus einer gréBeren Anzahl verschiedenartiger Aminosiuren 
keineswegs unerlaBliche Vorbedingung ist. 


Verhalten verschiedenartiger Dioxopiperazine gegen Gerbstoffe und 
Farbstoffe. 


Wir hatten schon wiederholt darauf hingewiesen, daB unsere Iso- 


bund Allo-dioxopiperazine ein viel gréBeres Verbindungs- und Adsorptions- 


vermégen fiir Gerbstoffe und Farbstoffe aufweisen, als die bisher be- 
kannten Dioxopiperazine. Wir haben in dieser Richtung einige Ver- 
gleichsversuche mit verschiedenen Strukturtypen von Dioxopiperazinen 
angestellt, die im folgenden mitgeteilt werden mégen. Die Versuche 
zeigen nur halbquantitativen Charakter, reichen aber zur Gewinnung 
eines tibersichtlichen Bildes vollkommen aus. 


Die erste Versuchsreihe wurde mit Tannin ausgefiihrt. Es handelte 
sich um ein Praparat aus chinesischen Zackengallen, das sorgfaltig nach 
dem sogenannten Essigitherverfahren gereinigt war. 


Eine 1 proz. wisserige Tanninlésung, welche polarisiertes Licht im 
l-dm-Rohr um + 0,60° ablenkte, wurde mit 5 Proz. ihres Gewichts 
an dem zu untersuchenden Dioxopiperazin ¥/, bis 2 Stunden geschiittelt, 
dann unter Schutz vor Verdunstung durch ein kleines, immer gleich 
gewahltes Filter (7 cm, Nr. 595, von Schleicher und Schiill) filtriert und 
dann wieder optisch untersucht. Die Abnahme des Drehungsvermégens 
gab ein ungefahres Bild von der aus der Liésung durch Adsorption am 
Ungelésten verschwundenen Tanninmenge. Wir haben uns dabei 
iberzeugt, daB die Filtration auf den Drehungswert der Tanninlésung 
seinen gréBeren EinfluB als 0,01° ergab. 


Man erkennt, daB gewéhnliche Dioxopiperazine und auch solche, 
lie wie die Dibenzalverbindung von Sasaki Doppelbindungen an den 
Piperazinkern angeschlossen enthalten, ein recht geringes Adsorptions- 
vermégen fiir Tannin aufweisen, daB dieses aber sofort sehr stark ansteigt 


1) H. 146, 247, 1925. 
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oe ee 5 15 + 0,54 10 
Glycyl-serinanbydrid........ 5 15 + 0,53 1] 
Methylen-dioxo-piperazinI. ... . 5 15 + 0,49 18 
Methylen-m.-dioxopiperazin IV . . . 5 15 | +049 18 
Dibenzal-dioxo-piperazin') .... . 5 15 | + 0,48 20 
Iso-methylen-dioxopiperazin ... . 5 15 + 0,30 50) 
Iso-methylen-m.-dioxopiperazin V . . 5 15 + 0,25 58 
ae eee eae ee 5 120 + 0,20 66 

eye eae 10 120 + 0,05 91 
Allo-methylen-dioxopiperazin III . 5 15 + 0,28 53 
Allo-methylen-m.-dioxopiperazin VI . 5 15 + 0,28 53 






mit dem Ubergang zu Iso- und Allopiperazinen, die sich in der Festigkcit 
ihres tibermolekularen Gefiiges mehr den EiweiBstoffen nahern. 

Die Eindeutigkeit dieser Adsorptionsversuche leidet aber darunter, 
daB Glycinanhydrid und Methylen-methyl-dioxopiperazin erheblich 
léslich in Wasser sind. Dadurch wird naturgemai8 die Einheitlichkeit 
des Adsorptionsvorganges getriibt. Die gelésten Anteile kénnten ferner 
den Drehwert der wiisserigen Tanninlésung beeinflussen. Wir haben 
darum in einer zweiten Versuchsreihe die Menge des Gesamtgelésten 
bestimmt und festgestellt, wieviel davon aus Gerbstoff besteht. Wir 
verfuhren dabei ahnlich, wie es bei der bekannten Hautpulvermethode 
(Schiittelverfahren) zur Untersuchung von Gerbstofflésungen iiblich ist. 
Die Arbeitsweise war folgende: 

Die verwendete Gerbstofflésung wurde zunichst auf ihren Gehalt 
an gelésten, nicht fliichtigen Stoffen durch Eindampfen und Wiigen 
einer Probe untersucht und das Gesamtgeléste dann durch Schiitteln 
einer Probe mit schwach chromiertem Hautpulver in Gerbstoffe und 
Nichtgerbstoffe unterschieden. Dann wurden 60 ccm der urspriinglichen 
Gerbstofflésung mit dem als Adsorptionsmittel dienenden Amino- 
siureanhydrid 2 Stunden geschiittelt, die Lésung filtriert, 20 ccm zur 
Bestimmung des Gesamtlislichen eingedampft und gewogen und aus 
einer zweiten, etwas gréBeren Probe der Gerbstoff durch Schiitteln mit 
schwach chromiertem Hautpulver heraus adsorbiert und 20 ccm ent- 
gerbte Fliissigkeit zur Bestimmung der Nichtgerbstoffe eingedampft 
und gewogen. Wir fiihren einige Ergebnisse kurz an: 

Glycinanhydrid und Tannin. 2,854g Glycinanhydrid wurden 
geschiittelt mit 100 ccm Tanninlésung, die urspriinglich 0,2144 g Gerb- 
stoff enthielt. Nach 2 Stunden betrug der Gerbstoffgehalt wiederum 
0,2176 g, es war also gar kein Gerbstoff vom ungelésten Glycinanhy- 

























1) Sasaki, Chem. Ber. 54, 163, 1921. 
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drid aufgenommen. Dagegen war der Gehalt der Lésung an Nicht- 
gerbstoffen gestiegen um 1,02g. Man erkennt daraus, wie grobe 
Mengen Glycinanhydrid in Lésung gegangen sind. 

Iso-methylen-methyl-dioxopiperazin und Tannin. 1,029g Piperazin, 
60 ccm einer Tanninlésung von 0,231 Proz., 2 Stunden geschiittelt. Die 
Tanninlésung enthielt dann noch 0,0855 Proz. Gerbstoff. Der Gehalt 
der Lésung an Nichtgerbstoffen hatte nicht zugenommen. Das Piperazin 
hatte 8,5 Proz. seines Gewichts an Gerbstoff absorbiert. 

Iso-methylen-methyl-dioxopiperazin und Eichenrindengerbstoff. 0,91 g 
Piperazin, 100ccm einer Gerbstofflésung von 0,311 Proz. Gehalt, 
3 Stunden. Das Isopiperazin hatte 5,7 Proz. seines Gewichts an Gerb- 
stoff aufgenommen. 

Bei einem analogen, mit Glycinanhydrid angestellten Versuch 
wurde keine Abnahme des Gerbstoffgehalts der wiisserigen Lésung 
festgestellt. 

Iso-methylen-methyl-dioxopiperazin und Quebrachogerbstoff. Das 
Isopiperazin nahm 5,8 Proz. seines Gewichts an Gerbstoff auf. 

Verhalten verschiedener Dioxopiperazine gegen Malachiigriin. Eine 
Malachitgrimlésung von 0,2 Proz. Gehalt wurde mit 2,5 Proz. der 
einzelnen Dioxopiperazine in neutraler Flotte 1 Stunde geschiittelt, 
dann zentrifugiert und der Gehalt der Lésungen kolorimetrisch im 
Pulfrichschen Stufenphotometer verglichen. In einzelnen Fallen wurde 
auch mehr Dioxopiperazin angewandt oder lingere Zeit geschiittelt. 


Adsorption : 
Glycinanhydrid . . 2,5 Proz., 1 Stunde, 0,9 Proz. 
Glycinanhydrid . 5 ] 3 
Methylendioxopiperazin 2,5 ] 2,2 
Iso-methylen-dioxopiperazin 2,5 ] 35,6 
Allomethylen-dioxopiperazin 2,5 1 16,7 
Methylen-methy!-dioxopiperazin 2,5 bs 6,3 
Iso-methylen-methyl-dioxopiperazin . 2,5 BS oe 70 
Iso-methylen-methyl-dioxopiperazin . 2,5 2 76 
Allo-methylen-methy]-dioxopiperazin 2,5 1 60,3 
Seidenfibroin . ae Sere . 2,5 ] 100,0 
ee eee re l 97,6 
Benzaldehydverbindung!) des Methylen- 

dioxopiperazins 2,5 6 98,3 ,, 


Ganz ahnlich war das allgemeine Verhalten bei Verwendung von 
Saurefuchsin als Farbstoffe. 


1) Diese Verbindung wird bei anderer Gelegenheit genauer beschrieben 
werden. 
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Untersuchungen zur Frage der ,,Neoglucose“. 


Von 
Ken Iwasaki. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Im folgenden seien einige Versuche mitgeteilt, die zur Priifung 
der Angabe von Lundsgaard und Holb:ll angestellt worden sind, nach 
der unter Wirkung des Insulins bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
frischer Muskelsubstanz eine im Vergleich zur gewéhn- 
lichen Gleichgewichtsglucose gleich reduzierende, aber 
niedriger drehende ,,Neoglucose“ entstehen sollte. 

Angewandt wurde stets hollindisches Insulin-Neu 
(Tetewop). Dialysiert wurde durch Kollodiumbhiilsen. 
Sehr gut bewahrt hat sich die aus Abb.1 ersichtliche 
Anordnung bei der Dialyse. 

Die Muskulatur von weiBen Mausen und von Meer- 
schweinchen wurde steril aus dem Tiere entnommen, 
sofort steril zerkleinert und in méglichst frischem Zu- 
stand zum Versuch verwandt. 

Versuch 1 zeigt, daB das angewandte Insulin unter 
den angegebenen Versuchsbedingungen weder den Reduk- 
tions- noch den Drehungswert einer Traubenzuckerlésung 











Abb.1.  &ndert. 














Versuch I. 

T t Zuck halt der Lé in P’ 

a ee eg es 

= | Osun Wasser : nac nac 
sung . 18° 37° . Kumagawa- | Hagedorn 

ccm ccm com Suto Jensen 

| ] II | 

I 48,0 nti 2.0 l sin | 1,830 | 1,835 1,850 
Tl 48,0 |2025E)/ — \$ — 1,790 | 1818 1,830 
Ill 48,0 | ebenso | — J — | 1,792*) | 1,831*) | 1,854*) 
IV 480 |, | — || — {)3Stdn| 1,823 1,835 1,844 
“Vv | 40 | , | — | — (J warme| 1,843*) | 1,864*) | 1,840*) 


*) Nach EnteiweiSung mit Phosphorwolframsaure. 








(ix 


(Ii 





it 


g 





K. Iwasaki: Zur Frage der ,,Neoglucose“. ll 


Versuch II. 





Zuckergehalt d. AuBenlés., Proz. 


ry 
i 37° er 
ies Dialyse polari- nach _ mach Bemerkungen 
2 anetsioeh Hagedorn- Ku magawa- 
Stdn. Stdn. Jensen Suto 
| 
100 com Traubenzucker-| | l 2 1,390 1,42 1,400 AuBen: 


jésung (in phys. NaCl) , 
<"insulin QOE) +3 Ty) 9 2 1050 1,06 | 1,070 i ganz kler 


Muskel (von w. Mausen) 

Fiigt man zu der Traubenzuckerlésung gleichzeitig Insulin und 
Muskelgewebe (Versuch 2), so findet man nach ein- bzw. zwei- 
stindiger Einwirkung und nachheriger Dialyse durch Kollodium- 
hiilsen in der AuBenfliissigkeit eine Zuckerlésung, deren Zuckergehalt, 
gemessen durch Drehung und Reduktion [nach Kwmagawa-Suto') 
und nach Hagedorn-J ensen], identischen Wert ergibt. Dasselbe Resultat 
ergab auch Versuch 3. 


Versuch III. 





Zuckergehalt d. Aubenlés., Proz. 


a 
Bei 37° Dialyse polari- nach nach Bemerkungen 
anetviosh Kumagawa- Hagedorn- 
Stdn. Stdn. Suto Jensen 
1 1 | 1% | 1,382] 1,365 1,358 
180 ccm Traubenzucker- AuBenlésg. 
lésung (in phys. NaCl) [] 2 ]! Pp 1,197 1,188 1.206 frei von 
+ Insulin (50 E.) + 2g we 
Muskel (von w. Mausen) iI 3 is 2 1,110 1,121 1,130 | oe bier 
IV 4 1's, 1,403 1,400 1,400 


In dem folgenden Versuch 4 wurde die Menge des zugefiigten 
Muskelgewebes erhéht (7,5 g auf 100 ccm Traubenzuckerlésung), 


Versuch IV. 





Dauer Zuckergehalt d. AuBenlés., Proz. 
Bei 37° ~=—s der 


Dialyse _polari- _ nach nach 

Sede Stdn. | metrisch K -~ a- - —— 
200cem Traubenzuckerlésg.| | 1 1% 1,040 1,059 1,065 
(in phys. NaCl), Insulin II 2 1} P 1,025 1,032 1.039 


100E.), 15: y = 
(100E.), 15,0g Muskelgewebe “Tir | 3 31), | 0,083 0,990 0,980 
(vom Meerschweinchen) as 
: 1V 4 1/, 0912 0,923 - 
1) Es ist stets umkristallisiertes (fein kristallisiertes) Kupfersulfat zu 
gebrauchen. 
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die Insulinwirkung in vier Portionen auf 1, 2, 3 und 4 Stunden 
ausgedehnt; dann wurde 1% Stunden dialysiert. Auch hier war 
der Drehungs- und Reduktionswert der AuBenlésung vollkommen 
gleich. 

In den Versuchen 5 bis 9 wurde die der Zucker-Insulinlésung 
zugefiigte Muskelmenge noch weiter erhéht (10 g auf 100 ccm Lésung) 
und der Zuckergehalt nach der Dialyse sowohl in der AuBen- wie in 
der Innenlésung bestimmt. Bei diesen Versuchen mit groBen Zucker- 
mengen ist (wenn auch oft nur andeutungsweise) eine Zunahme der 
Reduktion bei gleichbleibender Drehung zu beobachten. Doch kann 
dieser Befund in unseren Versuchen nicht im Sinne einer Entstehung 
von Neoglucose durch gleichzeitige Insulin- und Muskelwirkung ver- 
wertet werden, da dieselbe Differenz zwischen Drehung und Reduktion 
in dem Versuch mit Muskel allein auch ohne Insulinzugabe zu beob- 
achten ist. 


Von der Muskulatur wird eine reduzierende (nicht drehende) 
Substanz abgegeben. Diese diffundiert nur wenig. Deshalb ist der 
erwihnte Unterschied in der AuBenfliissigkeit nur eben angedeutet. 
DaB neben dem Traubenzucker allem Anschein nach hier noch ein 
anderer reduzierender Kérper vorhanden ist, dafiir spricht auch, daB 
die Ubereinstimmung zwischen der Kumagawa-Sulo- und der Hagedorn- 
Jensen-Methode nicht mehr so absolut ist wie bei der reinen Zucker- 
lisung, die Substanz also das Cu” und das Ferricyanidion verschieden 
stark reduziert. — Nimmt man die Summe der Zuckermenge der 
AuBen- und der Innenfliissigkeit, und verglsicht man diese mit 
der beim Versuch urspriinglich verwendeten, so ist stets ein etwas 
niedrigerer Wert zu konstatieren., Dies ist zwanglos auf einen 
geringen Wassergehalt der Muskulatur, die dann verdiinnend wirkt, 
zuriickzufiihren. Méglicherweise wirkt eine ganz schwache Glyko- 
lyse im Muskelgewebe mit: Das Gesamtresultat wird hierdurch 
nicht geandert. 


Dieselben Verhiltnisse wie im Versuch 5 findet man auch in 
den Versuchen 6, 8 und 9. 


Versuch VII. 





Reduktion (nach 
Hagedorn-J ensen) 


Bei 37°| Drehung uf Glucose ber. Bemerkungen 
Stdn. Proz. 
100 g physiol. Koch- EnteiweiBung mit Phosphorwolf- 
salzid 10 | { ramsadure, Sulfosalicylsdure- 
ziosung , L 3 0 0,06 reaktion negativ; JaffésReak: 
Muskelgewebe (vom | tion positiv. Weylsche Reak« 
Meerschweinchen) | tion schwach positiv 
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Zur Frage der ,,Neoglucose“. 15 


DaB das Muskelgewebe eine reduzierende, mit der Hagedorn- 
Jensen-Methode nachweisbare Substanz enthalt, zeigen die Versuche 7, 
8 und 9. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB die vorliegenden 
Versuche keine Stiitze fiir die Annahme einer ,,Neoglucose“, die unter 
der kombinierten Wirkung von Insulin und Muskelgewebe auf Trauben- 
zucker entstehen soll, geben. 


Literatur. 
Ch. Lundsgaard und S. A. Holbell, The Journ. of biol. Chem. 62, 453, 
1924; 65, 305, 323, 343, 363, 1925. Vgl. auch A. D. Barbour, Journ. 
Biol. Chem. 67, 53, 1926. 











Zur Chemie und Physiologie der Pflanzenphosphatide. 


IV. Mitteilung: 
Uber den Zusammenhang von Vitaminwirkung und Oberflichenaktivitit 
der Phosphatide. 
Von 


Vy. Grafe und H. Magistris. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakademie. 


(Eingegangen am 13. Juli 1926.) 


Namentlich seit dem Aufbliihen der Lehre von den Kolloiden hat 
man auf dem Gebiete der Immunitiatslehre, beim Studium der Ver- 
giftungserscheinungen und der Stoffwechsellehre tiberhaupt immer 
mehr dem Gedanken Raum gegeben, da8 nicht allein und mitunter 
nicht einmal in erster Linie die chemische Zusammensetzung der unter- 
suchten Stoffe fiir deren Wirkung im Organismus mafgebend sei, 
sondern daneben deren physikalische Eigenschaften, da zur Wirksamkeit 
im Plasma naturgemaB der Kontakt des betreffenden Stoffes mit dem 
Plasmakolloid maBgebend sein werde, also das Verhaltnis der wirksamen 
Substanz zu den Grenzschichten. So entstanden einerseits eine Reihe 
von Hypothesen iiber die Permeabilititserscheinungen, wie die Lipoid- 
hypothese von Meyer-Overton, die Ruhlandsche Ultrafiltertheorie, die 
Traubesche Haftdrucklehre, Nathansohns Mosaikhypothese, Czapeks 
Lehre der Aquikapillaritat u. a., andererseits Studien iiber die chemische 
und physikalische Natur dieser Grenzschichten. 

Traube wies als erster auf die Méglichkeit einer kapillaranalytischen 
Diagnose von Krankheiten hin und zeigte, da8 bei manchen Erkrankungen 
des Magens, wie Carcinom, Pylorusstenose usw. und der Nieren, ferner 
Ovarialkrebs, Lebercirrhose, Carcinom der Gallenblase, schwerer Pneumonie, 
verschiedene Oberflichenspannungsdifferenzen der betreffenden Gewebe- 
safte zu beobachten sind, die durch einfache kapillaranalytische Methoden 
bestimmt werden kénnen und die bei pathologischen Urinen aus gut 
arbeitenden Nieren nicht wahrgenommen werden. Durch seine stalagmo- 


metrische Untersuchung der Oberflichenspannung lieB sich auch die 
pharmako-dynamische und toxische Wirksamkeit von Arzneimitteln bzw. 
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yon Giften bestimmen, sowie auch die andsthesierende Kraft verschiedener 
Anisthetica meist mit der Oberflachenspannung der wisserigen Lésungen 
parallel geht *). 


Diese Erscheinungen werden durch den Umstand verstandlich, daB 
die osmotischen Beziehungen geléster Stoffe zum Plasmakolloid mit 
der Oberflachenspannung der wisserigen Lésungen dieser Stoffe in 
nahem Zusammenhang stehen. Da die Oberflichenspannung aber die 
TropfengréBe bestimmt, hat man in der durch verschiedene Instrumente 
bestimmbaren Tropfenzahl ein MaB fiir dieselbe ; das einfachste derselben 
ist das T'rawbesche Tropfenstalagmometer?), mit dem die nachfolgenden 
Untersuchungen durchgefiihrt wurden, nachdem diese Methode be- 
friedigende Ubereinstimmung auch mit den anderen gebriuchlichen 
gegeben hatte. Es gibt bekanntlich negativ oberflichenaktive Stoffe, 
wie die Nichtleiter Glycerin und die Zuckerarten, welche also die Ober- 
flachenspannung des Lésungs- oder Dispersionsmittels erhéhen, und 
positiv oberflichenaktive, d. h. die Oberflichenspannung des Lésungs- 
mittels erniedrigende, welche die fiir unsere Fille wichtigeren darstellen. 
Das rasche Passieren der Grenzschichten, welches zur Oberflichen- 
aktivitat jedenfalls in nahen Beziehungen steht, tritt um so schneller 
ein, je oberflachenaktiver der betreffende Stoff ist. Da hierdurch 
schnellere Wirkung erfolgt, kann man in der Kapillaraktivitit 
auch ein MaB fiir die pharmakologische und toxische Wirksamkeit 
sehen. 

Vor kurzem hat nun v. Hahn*) auf die Beziehungen hingewiesen, 
die zwischen Oberflachenaktivitat und Vitaminwirkung _ einiger 
Nahrungsstoffe bestehen, indem er zeigte, da8 sich die als vitaminreich 
bekannten Nahrungsmittel durch starke Oberflichenspannungserniedri- 
gung auszeichnen. Damit wird der Versuch gemacht, die Vitamin- 
wirkung weniger auf die chemische Spezifitat eines bestimmten chemi- 
schen Komplexes oder bestimmter chemischer Gruppen zu beziehen als 
auf physikalische Momente, womit einerseits eine Handhabe gewonnen 
wire, die ,,Denaturierungserscheinungen“ bei der Reinigung von 
vitaminreichen Nahrungsmitteln zu verstehen, andererseits eine Er- 
klirung fiir die auch von anderer Seite behauptete Unspezifitat der 
Vitamine angebahnt wiirde. 


1) I. Traube, Chem.-Ztg. 42, 521, 1919; 48, 129, 1920; Arch. f. Physiol. 
153, 276, 1916; 105, 541, 1904; 128, 419, 1908; 182, 551, 1910; 140, 109, 1911; 
160, 501, 1919; 161, 530, 1920; diese Zeitschr. 54, 316, 1913; Intern. Zeitschr. 
f. Biol. 1, 275, 1914; J. Traube und F. Kéhler, ebendaselbst 2, 42, 1915; 
Traube und Blumenthal, Arch. f. exper. Pathol. u. Therap. 2, 117, 1905; 
Bickel, Deutseh. med. Wochenschr. 28, 1905. 

2) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 5, 1357, 1912. 

8) F. V. v. Hahn, diese Zeitschr. 208, 732, 745, 1925. 
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Zweifel an der von C. Funk") getroffenen und in den meisten Lehi. 
biichern festgehaltenen Einteilung der Vitamine und deren Spezifitat als 
A-, B- und C-Vitamin erregten vor allem neben Uberlegungen rein theoreti. 
scher Art Beschreibungen von Beriberi- und Skorbutfallen, bei denen di; 
betreffenden Symptome keineswegs fiir diese Erkrankung allein charak. 
teristisch waren. So wurde des éfteren bei Skorbutfallen die als fiir Beriber; 
kennzeichnend beschriebene sogenannte atrophische Form (Muskelatrop)hie, 
SpitzfuBstellung usw.) beobachtet. Auch bei experimentell hervorgerufenen 
Avitaminosen an Tieren sind mannigfaltige Ubergange von Beriberi zu 
Skorbut beschrieben worden. Mc Collum und Pitz*) haben ferner gezeigt, 
daB Laxantia wie Mineraléle und Phenolphthalein, ferner J. Thaler*), dai 
sein Silberkolloidpriparat Elektrargol auf Skorbut heilenden Einflus 
ausiiben kénne. Williams*) berichtet iiber B-Oxypyridin, £-Methylpyridon 
und 4-Phenylisocytosin, Funk®) iiber einige Purin- und Pyrimidinderivat: 
als Beriberiheilmittel, Hahn ®) iiber eine solche bei Chinin [nachdem Cooper’ 
eine derartige Wirkung von Chinin und Strychnin bei experimentelle: 
Beriberi schon friiher behauptet, dann aber widerrufen hatte]. 


Nachdem ferner auch W. Kopaczewski®) fiir die Abhangigkeit der 
Vitaminwirkung von einem bestimmten physikalischen Zustand der 
Materie und nicht von ihren chemischen Konstanten eingetreten war, 
was mit unseren Erfahrungen tiber die Vitaminwirksamkeit der 
Phosphatide vollkommen iibereinstimmt, erscheint uns der Ausdruck 
v. Hahns ,,vitaminoider Charakter“ fiir Stoffe mit Vitaminwirksamkeit 
berechtigt, wenn wir auch vorlaufig noch nicht wie der genannte Forscher 


die Oberflichenaktivitét allein als fiir diesen Zustand verbindlich 
ansehen méchten, sondern mehr noch die Fahigkeit dieser Stoffe, 
andere Komplexe und Gruppen in adsorptiver oder stéchiometriscl.- 
chemischer Bindung zu erhalten und dadurch jenen physikalischen 
Zustand zu erreichen, der sich als vitaminoid auspragt. 


Brinkman und v. Szent-Gyérgyi*) haben gezeigt, daB eine einmalige 
Behandlung mit oberflichenaktiven Substanzen eine Membran (Kollodium. 
filter) auf unbegrenzt® Zeit fiir den kolloiden Blutfarbstoff permeabe! 
macht, eine Beobachtung, die von v. Hahn dahin erganzt wurde, daB die 
Dauer der Permeabilitat nur dann unbegrenzt sei, wenn der durchtretende 
Stoff selbst oberflachenaktiv ist. Bei der Deutung der biologischen Wirksam.- 
keit oberflachenaktiver Substanzen im Organismus iibertragt nun v. Hal) 


1) C. Funk, Die Vitamine. Miinchen 1924. 

2) W. Pitz, Journ. of biol. Chem. 38, 471; 86, 439, 1918. 

3) J. Thaler, Miinch. med. Wochenschr. 64, 1125, 1919. 

*) R. Williams, Journ. Ind. Eng. Chem. 18, 1197, 1921. 

5) C. Funk, Miinch. med. Wochenschr. 1913. 

8) F. V.v. Hahn, 1. ec. 

7) EB. A. Cooper, Biochem. Journ. 7, 268, 1913; Journ. of Hyg. 1°. 
436, 1913. 

8) W. Kopaczewski, Théorie et pratique des Colloides en Biologie et 
en Médicine. Paris 1923. 

%) R. Brinkman und A. v. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 139, 261, 1923. 
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den genannten Membraneffekt auf die Verhialtnisse im Verdauungstrakt 
und sagt: ,,Der Chymus passiert das Darmlumen, in ihm befinden sich die 
Nahrstoffe als héhere Zucker, als EiweiBspaltprodukte, Aminosiéuren oder 
als Dextrine usw., also in einem Verteilungszustand, der durch ein geringes 
Diffusionsvermégen ausgezeichnet ist; auBerdem finden sich normalerweise 
oberflichenaktive Substanzen im Chymus. Unter dem EinfluB dieser 
treten die kolloiden oder diesem Verteilungszustand nahestehenden mole- 
kulardispersen Nahrungskérper durch die Membran der Darmwand hindurch 
in die Blutbahn. Der avitaminotische Zustand charakterisiert sich nun durch 
eine Abnahme der Oberflachenaktivitat des Chymus'), so daB allmahlich die 
zur Ernahrung des Kérpers notwendigen Stoffe nicht mehr in dem richtigen 
gegenseitigen Mengenverhialtnis durchtreten kénnen.*‘ 

Die enorme Vitaminwirkung von Pflanzenphcsphatiden hat 
Hansteen Cranner*) festgestellt, und unsere seit Jahren angestellten 
Studien zur chemischen und physikalischen Charakteristik dieser stark 
oberflichenaktiven Stoffe legten den Gedanken nahe, auch deren 
Oberflichenaktivitaét niher zu studieren, da es sich hier einerseits zum 
erstenmal um vdllig native Phosphatide handelt*), wihrend andere 
Forscher, die mit organischen Lésungsmitteln und héheren Temperaturen 
arbeiteten, nachweislich Spaltungsprodukte solcher in Handen gehabt 
hatten, andererseits die Méglichkeit gegeben war, auch die Spaltungs:- 
produkte solcher nativer Phosphatide auf ihre Kapillaraktivitét im 
Zusammenhang mit der Vitaminwirkung zu priifen. 

Das Dialysat gegen Wasser, das man bei Lebenstemperaturen aus 
den verschiedensten Pflanzen und Pflanzenorganen erhalten kann, 
erweist sich als stark oberflachenaktiv, enthalt keine Spur von Eiweif'- 
stoffen und zeigt eine bemerkenswerte Tendenz zur Membran- und 
Hautbildung. Das tritt namentlich dann hervor, wenn man die Fallung 
mit Bleiacetat eintrocknen |a8t. Aus unseren oben genannten Arbeiten 


‘ geht hervor, dafS man verschiedene, durch ihre differente Fillbarkeit 


unterschiedene Phosphatide aus ein und demselben Objekt isolieren kann, 
aber die starke Oberflichenaktivitaét, die es zur Membranbildung so 
hervorragend disponiert, ist vornehmlich nur dem ersten, durch Blei- 
acetat faillbaren eigen und wird durch hochmolekulare, an den eigent - 
lichen Phosphatidkomplex gebundene Kohlehydratgruppen bedingt. 
Osmometrische Untersuchungen dieser Stoffe sind im Gange. Stets 
sind ferner an den Phosphatidkomplex in Form von Leucobasen zwei 
Farbstoffkomponenten gebunden, eine gelbe, carotinoide und eine mit 


1) Von uns hervorgehoben. 

2) Hansteen Cranner, Weitere Beitrige zur Biochemie und Physiologie 
der pflanzlichen Zellphosphatide, herausgegeben von V. Grafe (Wien), 
Meldinger fra Norges Landbrukshoiskole 1925. 

3) V. Grafe, diese Zeitschr. 159, 447, 1925; V. Grafe und V. Horvat, 
ebendaselbst 159, 449, 1925; V. Grafe und H. Magistris, ebendaselbst 162, 
366, 1925; ferner 176, 266, 1926. 
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Mineralsiuren tiefrot werdende von Anthocyanincharakter. Die cine 
von ihnen fehlt nur in geschliffenem Reis und in Mais, und es beruht 
kaum auf einem zufilligen Zusammentreffen, daB die bekannten 
Avitaminosen mit diesen beiden Getreidearten verbunden sind. Bej 
der Trennung der in den Dialysaten vorhandenen verschiedenen Phos. 
phatide andert sich auch die Starke der Oberflachenaktivitat in charak- 
teristischer Weise, es scheint die starke Oberflachenspannungsaktivit it 
des urspriinglichen Dialysats sich gewissermaBen als Summe darzu- 
stellen, die durch gegenseitige Bindung der einzelnen Phosphatide zum 
gréBeren Molekularkomplex entsteht. Dieser Komplex leidet schon 
unter dem EinfluB von Temperaturen iiber 30°, durch Einwirkung von 
CO,, auch schwachen Sauren, Licht usw., besonders aber von organischen 
Solvenzien schon bei niedrigen Temperaturen. Ferner geht dadurch 
die Fahigkeit verloren oder wird veraindert, Elektrolyten und Nicht- 
elektrolyten in Bindung zu erhalten. Vor allem triibt sich das Dialysat 
schon bei linger dauernder Dialyse unter normalen, besonders aber 
unter leicht verinderten auBeren Umstinden unter Ausbildung einer 
unléslichen Phosphatidform, deren Filtrat, die léslich gebliebene 
Phosphatidform enthaltend, bedeutend geringere Oberflichenaktivitit 
zeigt. Lést man aber die triibende Substanz eben in NaOH auf und 
fiigt die Auflésung zu dem Filtrat, ergibt sich wieder die friihere Gribe 
der Oberflichenspannung. Die wasserunlislichen, aber stark hydrophilen 
Phosphatide sind durch ihre hohe Oberflichenaktivitaét besonders 
geeignet, die Grenzschichten der plasmatischen Substanz zu _ bilden 
und von hier aus auch die Zellwinde zu durchdringen. Durch diese 
Barriere vermégen nur wasserlésliche Phosphatide und diejenigen 
Stoffe zu dringen, die mit diesen wie erwahnt in Bindung stehen, wozu 
Elektrolyten wie Nichtelektrolyten gehéren. Aber aus den ver- 
schiedensten Ursachen ist die Méglichkeit der Umwandlung der einen 
in die andere Phosphatidform und damit die Méglichkeit zu Speicherungs- 
vorgingen und zu Verinderungen der Zellpermeabilitaét gegeben. Nach 
Behandlung mit organischen Solvenzien gehen diese und die Eigen- 
schaften der Oberflichenaktivitat vollkommen verloren. Es gelingt 
ferner, durch fraktionierte Fallung mit AlCl, verschiedene Phosphatide 
zu erhalten, die aber Tauben und Meerschweinchen gegeniiber auch 
verschiedene Vitaminwirksamkeit entfalten, indem die eine der Falhuingen 
sich als Antiberivitamin, die andere als Antiskorbuticum charakterisierte. 
Solche, von Hansteen Cranner angestellte Versuche zeigen, daB die 
einzelnen ,,Vitamine“ ineinander tibergehen kénnen, oder vielmehr, 
daB der vitaminoide Zustand nach Richtung der spezifischen Wirksam- 
keit sich andert. Denn bei unseren Untersuchungen dieser fraktioniert 
gewonnenen Phosphatide aus Erbsen konnten wir kaum chemisclie 
Verschiedenheiten der einzelnen Fraktionen aufzeigen; was gestirt 
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erschien, war lediglich der Zusammenhang des Komplexes und damit 
die Oberflachenaktivitét. DaB die hypothetischen Vitamine B und C 
nahe verwandt sein diirften, haben auch Harrow und Krasnow") an- 
gnommen. Uberhaupt finden wir ja Vitamine namentlich in solchen 
Organteilen, die fiir die Keimentwicklung wichtig sind, wie im Samen, 
wo ebenso wie die eigentlichen Nahrungsresrerven auch der vitaminoide 
Zustand der gespeicherten Stoffe in héchst kompendiéser Form 
vorhanden sein muB. Da griine Pflanzenteile, wie die Blatter von 
Spinat, bei betrachtlicher Vitaminwirkung groLe Oberflichenaktivitat 
vermissen lassen, ist dem Umstand zuzuschreiben, daB bei der Dialyse 
eder im filtrierten PreBsaft das Chlercphyl! fehlt und dieses als Phos- 
phatid der Haupttrager der genannten Wirkungen ist. Deswegen 
méchten wir im Gegensatz zu Willstdtter und in voller Ubereinstimmung 
mit Stoklasa an der Lecithinnatur des nativen Farbstoffs festhalten. 

Um die Phcsphatide als die vitaminése Kcmpenente von Pflanzen- 
stoffen und als Hauptmcment derselben ihre Oberflichenaktivitaét zu 
charakterisieren, machte es sich der eine von uns (H. Magistris) zur 
Aufgabe, zunichst die Angaben v. Hahns nachzupriifen und mit der 
Oberflachenwirksamkeit der nach unserer Methode gewonnenen 
Phosphatiddialysate zu vergleichen. Diese nativen Phosphatide, die in 
ihrem Molekularkcmplex aufer dem Lecithinkern, cer als die bekannten 
Spaltungspredukte Fettsiuren, Cholin und Glycerinphosphorsiure 
ergibt, noch Kohlehydrate, Purinkérper und Farbbasen enthalten, 
verhalten sich iuLeren Einwirkungen gegenitiber ebenso, wie es Funk von 
den Vitaminen beschreibt, wihrend die von friitheren Forschern, wie 
Schulze, Winterstein, Trier u.a., auf chemischem Wege dargestellten 
Kérper dieser Art denaturierte, gespaltene und daher unwirksame 
Phosphatide, gewissermafen nur cen Lecithinkern derselben darstellten, 
aber wohl auch je nach der mehr oder weniger schonenden Gewinnung 
die einen cder anderen akzessorischen Gruppen fiihrten, die wir bei 
unseren Phcsphatiden immer zusammen mit ihrer kapillaren und 
Vitaminwirksamkeit finden. 

Es zeigte sich bei den im nachfolgenden beschriebenen Unter- 
suchungen, in welchen einerseits die Arbeitsweise v. Hahns genau ein- 
gehalten, andererseits Dialysate nach unserer Methode damit verglichen 
wurden, daB man bei den PreBsaften zum Teil zu anderen Resultaten 
kommt als bei Dialysaten, weil schen durch die mechanische Mani- 
pulation des Auspressens chemische und physikalische Veranderungen 
von Zellstoffen gesetzt werden, die einerseits die physikalische Kon- 
stituticn, andererseits bekanntermafen die vitaminése Wirksamkeit 


1) B. B. Harrow und F. Krasnow, Journ. of metabolic Research 2. 


401, 1922. 
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bedeutend in Mitleidenschaft ziehen!). Die in den PreBsaften enthaltenen 
Salze sind allerdings inaktiv, indessen treten einerseits aus den Zellen 
auch andere kapillaraktive Stoffe aus als Phosphatide, andererseits 
worden native Stoffe durch den PreBvorgang verindert. Solche Stoffe 
entfalten dann weder fiir sich noch im Zusammenhang mit den eigentlich 
vitaminésen eine Vitaminwirkung, beeinflussen aber in undurchsichtiger 
Weise die Kapillaraktivitét. Die Oberflichenaktivitat wurde nach 
einem Vorschlage von v. Hahn in ,,Graham“ (Gh) ausgedriickt, wobei 
1 Gh die Kraft ist, welche die Oberflichenspannung des Lésungsmittels 
um 1 Proz. herabsetzt. Die Zahlenwerte der Oberflichenaktivitit 
Iw : 
errechnen sich nach der Formel: Gh = (1 a 7) . 100, worin Iw die 
Oberflachenspannung des Wassers und Jx die Oberflichenspannung 
des in Wasser gelésten zu untersuchenden Stoffes, beide gemessen nach 
der gleichen Methode und ausgedriickt im selben MaBsystem (in wnserem 
Falle durch die Tropfenzahl) darstellt. Die Gewinnung der PreBsiifte 
geschah genau in der von v. Hahn beschriebenen Weise, jene der 
Dialysate in der von uns (beide Abhandlungen, |. c.) dargestellten 


Arbeitsmethodik. 
Tahelle I. 





2 3 4 


4 Oberflachenaktivitiat 


eee Anzahl 


: der Prob 
». Hahn gefunden — 


Behandlung 


te 


Hafer Ganzes Korn 17,2 13,7 
3 Mehl ~- 8,8 
Gerste Ganzes Korn 12,2 13,3 
Weizen Mehl 55 6.9 
Reis poliert 0,0 3,7 
Mais Ganzes Korn 14,3 15,1 
a Mehl 0,0 2.6 
Erbsen Ganzes Korn 18,1 21.0 
Keime 11,1 115 
4 Mehl — 9,1 
Bohnen Ganzes Korn — 18,4 
» Keime 11,8 8,7 
Linsen Ganzes Korn —_ 14.6 
WeiBkohl roh 17,6 18,2 
15 ‘ gekocht 17,5 15,0 2 


*) Auch der polierte Reis enthilt Phosphatide, demnach also (im Gegeesatz zu den Be: 
funden v. Hahns) oberflachenaktive Stoffe, wenn auch in sehr verminderter (denaturierter) Form 


* 


” 
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1) S. die Patentschriften: ©. P. 70565 bis 70567, D. R.-P. 42105. 
Urg. P. 70194, Amer. P. 1169634 von V.Grafe und K. Peche. 





schi 
17 t 
Pha 
was 
kon 
und 
glei 
Pho 


wen 


der 

beri 
stin 
ultr 





Pflanzenphosphatide. IV. 


23 





Tabelle I (Fortsetzung). 





1 2 3 4 5 

Nr. 4 Oberflichenaktivitat 
Substanz Behandlung ; aii wrriaay =. 
v. Hahn | Stfunden 

16 Kartoffel roh 24.3 19.9 4 
17 J gekocht 22.8 16,1 2 
18 ie gedampft 9,2 10,4 l 
19 Kohlriibe roher Saft 12,9 13,5 2 
20 Tomate roh 13,9 18,2 3 
21 - gekocht 10,7 12,6 l 
22 Zwiebel roh 26.5 23,2 2 
23 Spinat _ 26.5 22.6 3 
24 “ gekocht ~- 16,1 2 
25 i getrocknet — 55 4 
26 Salat roh -- 8.8 2 
27 Zitrone Saft, roh 22.6 22.8 3 
28 ‘a Saft, gekocht _ 21.4 2 
29 Banane roh 25.8 19.9 3 
30 Milch 3 32,3 32,9 2 
31 “ pasteurisiert -- 31.0 3 
32 . gekocht _ 26,8 4 
33 Butter roh 14 0.9 3 
34 Karotten i -- 16,8 2 


Im allgemeinen zeigt sich eine grofSe Ubereinstimmung mit den Befunden v. Hahns. Stark 
abweichend sind nur die Zahlen von 3,7 Gh bei Reis und von 2,6 Gh bei Maismehl. 

Aus einer Reihe der oben untersuchten Nahrungsmittel wurden nun die nativen Phospha- 
tide dargestellt und diese kapillaranalytisch untersucht. 


Die Dialysate wurden nach griindlichem Auswaschen der ge- 
schnittenen Objekte mit destilliertera Wasser bei einer Temperatur von 
17 bis 35° im Dunkelraum gewonnen, die sich immer bildende unlésliche 
Phosphatidfraktion, die sich als weiBwolkige Triibung des Dialyse- 
wassers zu erkennen gab, durch ein Berkefeldfilter entfernt, das voll- 
kommen klare, leicht gelblich gefarbte Filtrat im Vakuum konzentriert 
und die in gleicher Weise bei allen Objekten gewonnenen Fliissigkeiten 
gleicher Konzentration, welche nun ausschlieBlich die wasserléslichen 
Phosphatide enthielten, zur Bestimmung der Oberflichenaktivitat ver- 
wendet. Die Tabelle II gibt die Versuchswerte. 


Die Ubereinstimmung zwischen den Gh-Zahlen der PreBsifte und 
der Dialysate ist eine recht gute, wenn man die oben gemachte Anmerkung 
beriicksichtigt. Bei den scheinbaren Ausnahmen Zwiebel und Banane 
stimmen die Werte so ziemlich mit den von v. Hahn angegebenen der 
ultrafiltrierten Safte, nimlich 10,3 Gh (9,4 Gh) bei Zwiebel und 8,8 Gh 
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Tabelle II. 





2 4 
Dialvsi 4 Oberflachen. 
lalysiert 4 Oberflichen- aktivitit des. 


—_—___—___——. aktivitit des  selben Produkts 


duoc Stunden bei °C Dialysats bei der fruhe ren 
Behand!ung 


Sa 48 35 8.8 
ie i lil ian ae 48 35 
Weizen..... 48 35 
Reis ae «= 48 17 
(ae 48 35 
SI. stg vo oo 48 35 
Erbsenkeime . . 48 17 
a 48 35 
Kartoffel . .. . 24 35 
Kohlriibe. . . . 48 35 
OS See 48 35 
ice oi 50 35 
» getrocknet 36 35 
Banane..... 24 17 
Karotten .... 48 35 


*) Ein spiter gewonnenes Dialysat, das unter besonderen Vorsichtsmafregeln hergestellt 
, um Denaturierung zu verhindern, gab sogar 20,0 Gh. 


CwWAISM wre 


(4,6 Gh) bei Banane iiberein. Die tibrigen mehr oder weniger grofen 


Differenzen erklaren sich einerseits aus der Tatsache, daB eben in die 
PreBsifte auch solche Stoffe iibergehen, die bei Fehlen von Vitamin. 
wirksamkeit doch oberflachenaktiv sind, andererseits aus der Tatsache, 

daB auch bei der schonenden Dialyse Veriinderungen in der Weise 
vor sich gehen, daB im Dialysat sich die weniger aktive unlésliche 
Phosphatidfraktion bildet. Hier tritt also schon eine Art Denaturierung 
ein, so daB der ,,native‘‘ Zahlenwert etwas héher anzunehmen sein wird. 
In der Tabelle III ist an der Hand eines in der tiblichen Weise aus Erbsen 
gewonnenen Dialysates gezeigt, daB die Oberflichenaktivitéit der 
Phosphatide sich in demselben Mae andert, wie die von anderen 
Autoren gefundene Vitaminwirkung durch den EinfluB aiuBerer Faktoren 


Tabelle III. 





Behandlung der Lésung S — 


Urspriingliches Cs Tad AP ack a ee ee 14,7 
Gekocht .. PROS Sy Ayia ah 8,1 
60 Stunden auf 45° erhitzt 5 See nT iy a ae Bee 7,6 
Ultrafiltriert .. eae tare ea 13,4 
Nach 60 Stunden i See en cr 12,0 
Ebenso lange im zerstreuten Licht . . ‘ 11,6 
Nach Verdampfen zur Trockne mit Wasser auf- 
genommen . a a Ch ve" 3,4 
Durch Tierkoble filtriert 2 Stig 4,2 


@ I Oe Who 





lit 
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abnimmt. Das urspriingliche Dialysat erwies sich als kraftiges Anti- 
berivitamin, das in demselben MaBe wie sich die Oberflichenaktivitat 
verringerte, auch immer mehr nach Richtung der Wirksamkeit dena- 
turiert erschien (nach Hansteen-Cranner). 


Endlich wurde ein natives Phosphatid gespalten und die Spaltungs- 
produkte gesondert auf ihre Oberflachenaktivitaét untersucht. Die aus 
4kg Erbsen durch 48stiindige Dialyse bei 35° gewonnenen klaren 
Dialysate der wasserléslichen Phosphatide wurden tropfenweise mit 
n/2 Bleiacetatlésung versetzt, wobei die Bleiverbindung des Phosphatids 
als voluminéser Niederschlag ausfallt. Dieser wurde nach Abfiltrieren 
im CO,-Strom und Waschen im Vakuumexsikkator getrocknet, das 
Filtrat von dieser Fallung zeigte noch als Resultat des Vorhandenseins 
eines weiteren faillbaren Phosphatids 7,1 Gh, erfahrungsgemaB ist dieses 
aber so verunreinigt, daB von seiner Reindarstellung vorlaufig abgesehen 
wurde. Die Bleiverbindung erscheint nach dem Trocknen als feines 
braunes Pulver, das in Wasser unlislich ist. Sie wurde bei 20° unter 
Riihren mit der Turbine mit H,S zerlegt, die abfiltrierte rotbraune 
klare Lésung, die sich im Tierversuch als B-vitaminés mit starker 
Wirksamkeit erwiesen hatte, ergab 14,2 Gh, war also so wirksam wie 
das urspriingliche Dialysat, und obzwar das im Filtrat erscheinende 
Phosphatid ebenfalls oberflachenaktiv erschien. Die Oberflichenaktivitat 
des Gesamtdialysats steht also unter komplizierteren Beziehungen als 
sich etwa durch einfache Summierung ausdriicken lieBen. Es kénnte 
aber auch sein, da8 durch die Entbleiung eine Anlagerung des H,S 
und damit die Entstehung eines oberflichenaktiveren Produkts sich 
ergeben hat. In der genannten Fliissigkeit wurde nach unserer schon 
wiederholt beschriebenen Methode mit 5proz. H,SO, unter Erwirmen 
im Vakuum unter RiickfluBkiihlung die Spaltung durchgefihrt. 


‘  Tabelle 1V. 





Nr. Fraktion Gh 
] Urspriingliche Phosphatidlésung. ......... 14,2 
Nach Spaltung mit 5proz. H,SOQ,. ........ 10,6 
2 Fallung mit Phosphorwolframsaure : 
a) Cholinchloridanteil ......... er 5.5 
SE a 7,2 
3 Kohlehydratanteile, ungereinigt .......... 4,6 
4 ED 0 oleae tein woe A fue 3,6 
5 Ee ae oe eee ee ee - 
6 Wasserige Lésung der Farbbasengruppe .. . . 3,5 


Es zeigt sich also, daB nur das Phosphatid als solches, nicht aber seine 
Spaltungsprodukte nennenswerte Oberflichenaktivitaét zeigen. Wenn 
man den Vitamincharakter der Phosphatide als mit ihrer Oberflichen- 
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aktivitat parallel gehend annehmen will, so kann das Suchen nach 
Spaltungsprodukten der originalen Vitamine mit analoger Wirksamk«it 
als durchaus verfehlt bezeichnet werden, wie ja bisher auch tatsichlich 
kein einziges dieser Spaltungsprodukte als mit ahnlicher Wirksamkcit 
behaftet gefunden werden konnte, wie sie das originale Vitamin aufweist. 
DaB vielmehr der Vitamincharakter eines Stoffes mit seiner Kapillar- 
aktivitat parallel geht und sich um so mehr verwischt, je starker durch, 
aiuBere Einfliisse oder chemische Eingriffe diese verloren geht. 


Zusammenfassung. 


Die Vitaminwirksamkeit der verschiedensten Pflanzennahrungs- 
stoffe erscheint als Funktion ihrer wasserléslichen Phosphatide und steht 
im Zusammenhang mit deren Oberflaichenaktivitat. 

Erst die durch Wasserdialyse bei gewéhnlicher Temperatur ge- 
wonnenen Stoffe dieser Art lassen Schliisse nach dieser Richtung zu, 
nicht aber die denaturierten, durch chemische Eingriffe dargestellten 
Zellphosphatide. Ein Verstandnis der Vitaminwirkung, welche danach 
eine Funktion der physikalischen Konstitution der in Rede stehenden 
Stoffe darstellt, ist daher nicht auf chemischem Wege, sondern nur 
durch physiologische bzw. physikalisch-chemische Analyse zu erzielen. 
Fiir sie ist am allerwenigsten der ,,Lecithinkern“ des Phosphatids als 
vielmehr die akzessorischen Gruppen verbindlich, welche ebenfalls 
nur im nativen Phosphatid erscheinen und sich unter anderem als 
hochmolekulare Kohlehydratgruppen und als zwei Farbstoffkomponenten 
erwiesen. AuBerdem sind es noch verschiedene Elektrolyt- und Nicht- 
elektrolytkombinationen, die hier eine Rolle spielen, wahrend die 
chemische Analyse in allen Fallen nur den mehr oder weniger intakten 
Lecithinkern erkennen |aBt. 

Die Einteilung der Vitamine nach ihrer Wirksamkeit und Lésungs- 
fahigkeit diirfte in der Folge nicht aufrechtzuerhalten sein, da, abgesehen 
von den vorstehenden theoretischen Erérterungen, die Méglichkeit einer 
Umwandlung eines und desselben vitaminésen Stoffes nach Richtung 
seiner Wirksamkeit vorliegt. 
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Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


II. Mitteilung: 
Die Kurve der alimentiren Hyperglykimie. 


Von 
H. K. Barrenseheen und Alfred Eisler. 
(Aus dem moedizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1926.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In der ersten Mitteilung der vorliegenden Reihe!) konnten wir 
iiber eine Anzahl von Untersuchungen berichten, die im AnschluB an 
die erstmals von Winter und Smith?) erhobenen Befunde iiber das ver- 
schiedene Verhalten von Polarisation und Reduktion des Blutzuckers 
hei Normalen durchgefiihrt worden sind. Die festgestellten Differenzen 
in beiden Werten deuteten auf das Vorhandensein einer kérpereigenen 
Form der Glucose hin. Eine Aufklirung vom strukturchemischen 
Standpunkt halten wir bei unseren derzeitigen experimentellen Méglich- 
keiten fiir wenig aussichtsreich. Wir haben es daher vermieden, irgend 
eine prajudizierende Bezeichnung fiir diese Glucoseform zu benutzen, 
und glauben, daB der von uns gewahlte Ausdruck kérpereigene Glucose 
am ehesten noch dem derzeitigen Stande unseres Wissens entspricht. 
Auch die Beweiskraft rein qualitativer Reaktionen — wie Verhalten 
gegen Permanganatlésung usw. — kénnen wir, schon mit Riicksicht 
auf das komplexe Milieu, nicht als bindend anerkennen. Dagegen 
méchten wir der Uberzeugung Ausdruck geben, da8 in erster Linie das 
biologische Experiment weiteren Aufschlu8 in dieser Frage zu geben 
imstande ist. Einen Versuch in dieser Richtung bedeuten die in vitro- 
Untersuchungen von EZuler und Nilsson*) iiber Vergirung der Hexose 
aus Glykogen, sowie die Untersuchungen von R. Kuhn*) iiber die 
fermentative Spaltung des Glykogens, welche zeigen, daB bei Um- 


1) Diese Zeitschr. 167, 77, 1926. 
2) Journ. of Physiol. 57, 100, 1922. 
3) Hoppe-Seyler 148, 211, 1925. 

*) Bor. 57, 1968, 1924. 
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setzungen von biologischem Material mit anders konfigurierten Zucker 
als der gewéhnlichen a-f-Glucose zu rechnen ist. 

Weitere Aufschliisse zur Frage der kérpereigenen Glucose erhofftey 
wir uns von einem Studium des Mechanismus der alimentiren Hyper. 
glykamie. Scheint uns doch, daB trotz der zahlreichen Arbeiten, «i: 
zu dieser Frage erschienen sind, eine einwandfreie, befriedigende Er. 
klarung noch aussteht. Ausgangspunkt fiir unsere Betrachtungen waren 
unsere Befunde tiber den Zusammenhang der Héhe des Polarisations. 
wertes und der alimentiren Glykosurie. Wir glaubten, die nach ali. 
mentarer Belastung gegentiber den Niichternwerten gefundenen héheren 
Polarisationswerte so deuten zu miissen, daB noch nicht assimiliert: 
a-B-Gtucose in das Blut tibergetreten sei. War diese Auffassung richtig, 
so muften wir die bisher vorwiegend geltende Anschauung tiber di: 
Blutzuckersteigerung nach Zuckerverfiitterung einer Revision unter. 
ziehen. 


Il, Zur Technik der Versuche. 


Samtliche Blutzuckerbestimmungen wurden als Doppelbestimmung 
mit der Methode von Hagedorn und Jensen') durchgefiihrt. Thre Brauchbar 
keit wurde von uns sowohl an reinen Zuckerlésungen wie auch an ver 
schiedenen Blutproben wiederholt kontrolliert. In einer gréBeren Rely 
von Versuchen haben wir diese Methode mit der Makrozuckerbestimmung 
nach Bertrand, mit der von Michaelis*) angegebenen, sowie mit der Method 
Bang I1*) und der kolorimetrischen von Folin und Wu‘) verglichen. Mit 
Riicksicht darauf, daB in der letzten Zeit eine Anzahl] von Arbeiten®) er 
schienen sind, welche tiber derartige vergleichende Untersuchungen be 
richten und deren Ergebnisse sich mit unseren Erfahrungen decken, sehe 
wir von einer ausfiihrlichen Wiedergabe unseres Zahlenmaterials ab und 
wollen nur kurz unsere Resultate zusammenfassen : 

An reinen Zuckerlésungen ergeben die Methoden von Michaelis, Bany 
und Hagedorn-Jensen im Bereich der physiologisch in Frage kommende 
Konzentrationen Zahlen, welche, gegen die Polarisation und die titr 
metrische Bestimmung nach Bertrand verglichen, den thedretischen Werte: 
innerhalb der,erlaubten Fehfergrenzen entsprechen. Bei Konzentratione: 
unter 70 mg-Proz. gibt die sonst einwandfreie Methodik von Folin und Ww 
‘keine entsprechenden Werte mehr. Bei Normalbluten sind alle vier ver 
wendeten Methoden als gleichwertig anzusprechen. Durchschnittlic! 
liegen die Zahlen nach Folin und Wu etwas héher als die nach den andere 
Methoden bestimmten. Die Methodik Michaelis gibt mit den Bertrand. 
Werten identische Resultate. Bei Diabetikerblut liegen die Verhaltniss: 
ahnlich. Nur ergibt hier die Methodik nach Folin und Wu in einzelne: 
Fallen Zahlen, die von den zu erwartenden, mit der Makromethode kor 


1) Diese Zeitschr. 185, 48, 1923. 

2) Ebendaselbst 59, 166, 1914. 

3) Mikromethoden. Wiesbaden, Bergmann. 

*) Journ. of biol. Chem. 41, 367, 1920. 

5) Zuletzt W.S. Duggan und E. L. Scott, Journ. of. biol. Chem. 67 
287, 1926. 
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trollierten oft um ein Batrachtliches differieren. Die Differenzen liegen 
durchweg nach oben und iibersteigen oft 50 mg-Proz. Dies deutet wohl 
jarauf hin, daB mit der Methode auch noch andere, nicht zuckerartige 
Stoffe im Diabetikerblut bestimmt werden'). Wir haben die Hagedornsche 
Methodik in ihrer urspriinglichen Form ohne jede Modifikation verwendet 
ind méchten als wesentlichen Vorteil gegeniiber der sonst meist geiibten 
Bangschen Methode, abgesehen von der gréBeren Zuverlassigkeit, ganz 
basonders auf die groBe Zeitersparnis hinweisen, welche die Anwendung 
lieser Methode gerade bei Serienuntersuchungen mit sich bringt. Bei 
einiger Ubung ist es ein Leichtes, 16 bis 20 Blutzuckerbestimmungen inner- 
halb einer Stunde auszufiihren. 

Die Blutentnahmen erfolgten aus der Fingerbeere nach heiBem Hand- 
bad. Die ohne Druck hervorquellenden Bluttropfen wurden auf Uhr- 
schélchen, die mit einer Spur Kaliumoxalat bestreut waren, aufgefangen. 
Kinen EinfluB dieser geringen Menge von Oxalat auf die Blutzuckerwerte 
konnten wir nicht feststellen. Alle Versuche wurden an stoffwechsel- 
gesunden Studenten und Arzten des Laboratoriums, die zum Teil mehrfach 
untersucht wurden, ausgefiihrt. Entsprechend den heutigen Verhaltnissen 
bafanden sich alle in gutem Ernaéhrungszustand. Die Zeit zwischen der 
letzten Mahlzeit (gewdhnliche, gemischte Abendmahlzeit) und dem Versuch 
betrug 12 bis 14 Stunden. Wahrend des Versuchs wurde von den Versuchs- 
personen keine irgendwie nennenswerte kérperliche Arbeit geleistet. Die 
Glucosemengen betrugen 20 bzw. 100g. In einer Anzahl von Versuchen 
gaben wir 1g pro Kilogramm Kérpergewicht, in einer weiteren Versuchs- 
rihe wurden zweimal 20 bzw. 20 und 100g Glucose in Abstaénden von 
30 bis 60 Minuten nach der ersten Zuckergabe verabreicht. Die Glucose 
war in den allerersten Versuchen gewéhnlicher, kauflicher Traubenzucker, 
spiter reine, wasserfreie Glucose Kahlbaum. Der Zucker wurde meist in 
Tee gelést verabreicht, die Fliissigkeitsmengen betrugen in den Versuchen 
mit 20g 150 ccm, in den Versuchen mit gréBeren Mengen 250 ccm. Der 
Harn wurde in allen Fallen auf alimentaire Glykosurie untersucht, in keinem 
konnte eine Zuckerausscheidung festgestellt werden. 


Ifl. Versuchsergebnisse. 


Die Ergebnisse der cinzelnen Versuche sind in den Tabellen I bis IV 
zusammengestellt. Dabei sind die Versuche, die an derselben Person durch- 
gefiihrt wurden, mit der gleichen Versuchszahl ausgewiesen. 

Betrachten wir zunichst die Versuche mit 20g Glucose. Wenn wir 
von zwei Fallen (Tabelle I, Nr. 8a und 9) absehen, die eine ausgesprochene 
psychische Hyperglykamie zeigen, so kénnen wir die Ergebnisse der Staub- 
schen*) Arbeit bestétigen. Der absolute Anstieg betrigt in diesen acht 
Fallen zwischen 12 und 32 mg, im Durchschnitt 23mg. Den maximalen 
Anstieg finden wir nach 15 Minuten in einem Falle (Versuch 1), in sieben 
Fallen nach 30 Minuten (Versuch 4, 5, 6, 7, 8, 8a, 9), nach 45 Minuten in 
zwei Fallen (Versuch 2, 3). Der Ausgangswert ist in drei Fallen (Versuch 4, 


1) In einer kiirzlich erschienenen Arbeit (Journ. of. biol. Chem. 67, 357, 
1926) weist Folin selbst anlaBlich einer Verbesserung seiner Lésung auf 
diese Differenzen bei der urspriinglichen Methode hin und erértert die 
Méglichkeit, daB diese zu hohen Werte bei Diabetikern durch polymere 
Kohlehydrate (Maltose) bedingt sein kénnen. 

*) Zeitschr. f. klin. Med. 91, 44, 1921. 
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Tabelle I. 
Versuche mit 20g Glucose. 





. Zeit in Minuten Anstieg Abfa 
Name Nr. — ES LAN _ ee ea. 
0 5 DW 4 60 75 9 120 150 abs. proz. abs 


Fr. 
Kap. 
Kr. 


1 |110 128 123 115 105 107 101 100 107 18 16 10 
2 | 87 92 106 116 106 104 85 87 83 29°33 4 
3 106 111 121 132 123 106 — 92 — 88 26 24 18 
Dol, 4 |/106109 119 99 102) 90 80 82 13. 12. 27 
Fe. 5 | 119122 131\111 115 111 | 104 95 12 10 27 
Trn. .6 | 96.117 122/121 103 96 = 103 85 2% 27 © «11 
Dt, 7 | 95 122/128/104 93 93 97 9: 95 33 35 2 
Kis. |8 (113 152 164/118 124 118 (140120 140 51/45 0 
Kis. |8a 93113/120 92115 101 108 94 | 92 93 27 29 0 
Ba. \9 | 90.132 165 115 118 103*) 90 110**) 100 75 83 0 


*) Von diesem Wert aus Entnahme in 20-Minuten-Intervall. 
**) Von da ab Entnahme in 30-Minuten-Intervall. 


5, 8a) nach 45 Minuten bereits erreicht oder unterschritten, in zwei Falle) 
nach 60 Minuten (Versuch 1, 7), nach 75 Minuten in zwei Fallen (Ver 
such 3, 6), nach 90 bzw. 95 Minuten in je einem Falle (Versuch 2 bzw. 9 
und wird in einem Falle (Versuch 8) tiberhaupt nicht erreicht. In fiini 
Fallen finden wir eine ausgesprochene Hypoglykamie (Versuch 1, 3, 4, 5, 6), 
wahrend die andere Halfte der Versuche diese vermissen ]48t. Der Abja!! 
unter den Ausgangswert betrigt maximal] 27 mg, durchschnittlich 12,5 mg 
Eine Abhangigkeit der Héhe der Hyperglykiimie von der Héhe des 
Ausgangswerts l48t sich nicht feststellen, dagegen besteht zwischen de: 
Dauer der Erhebung der Kurve iiber den Ausgangswert und de: 
darauffolgenden Hypoglykaimie insofern eine Beziehung, als die Hyp - 
glykamie umgekehrt proportional ist zur Dauer und bis zu einem gr- 
wissen Grade auch zur Héhe des Anstiegs. Besondere Beachturg 
méchten wir der in einer Anzahl von Kurven festgestellten zweiten Zack: 
schenken, die wir bei einigen Individuen ganz regelmaBig, auch be 
wiederholter Untersuchung feststellen konnten. Zum Teil handelt es sic] 
um ausgesprochene zweigipflige Kurven, zum Teil sehen wir eine zwe:t: 
Zacke nach bereits erreichtem Abfali wieder auftreten'). Es scheint sic! 
hier um eine individuelle Eigentiimlichkeit zu handeln, die sich auch bei 
Variierung der Zuckerdosis deutlich ausprigt. Auf eine mégliche Erklarung 
dieser zweiten Zacke kommen wir im weiteren Zusammenhang zu sprechen 


In Tabelle II sind die Ergebnisse von 13 Versuchen zusammengestelit, 
und zwar geordnet nach den Zuckergaben (von 35 bis 100g). 


Vergleichen wir die Werte in dieser Tabelle mit den in der ersten «: 
haltenen, so sehen wir, daB konform mit den Staubschen Angaben und 
entgegen den Befunden von Mac Lean und de Wesselow*) die Héhe des 
Anstiegs mit der Dosis paralle] geht, doch ist dieser Parallelismus fiir da-- 
selbe Individuum nicht immer abzulesen (vg. Tabelle I, Fall 8, 9; Tabelle I. 
Fall 8a, 9a). Es scheint hier die augenblickliche kérperliche und psychisc lie 


1) Staub (Zeitschr. f. klin. Med. 98, 123, 1922) beschreibt bei seiner 
Arbeitskurven ebenfalls eine solche zweite Zacke als ,,Nachschwankung”. 
2) Quaterl. Journ. of Med. 14, 103 bis 119, 1921. 
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Verfassung eine wesentliche Rolle zu spielen. Diese Befunde mahnen zy 
einer besonderen Vorsicht und Riicksichtnahme auf die augenblickliche 
Lage der Goasamtpersénlichkeit bei der Beurteilung der Blutzuckerkurve 
Die Héhe des Anstiegs betragt in diesem Versuch zwischen 19 bis 82 mg-Proz., 
durchschnittlich 50 mg-Proz. Das Maximum wird zwischen 15 und 
75 Minuten erreicht, die Durchschnittszeit verschiebt sich unwesentlich 
gegen die nach 20 g Glucose beobachtete. Dort ergeben sich durchschnittlich 
32, hier 36 Minuten bis zur Erreichung des Gipfels der Kurve. Deutlicher 
pragt sich der Einflu8 der héheren Dosis in der Dauer der Hyperglykimie 
aus; der Ausgangswert wird, gegeniiber einem Mittelwert von 65 Minuten 
in den Versuchen der Tabelle I, erst durchschnittlich nach 95 Minuten 
erreicht. Ebenso wie die Dauer der Hyperglykamie wird aber auch die 
folgende Hypoglykaimie durch die Dosis wesentlich beeinfluBt, und zwar 
laBt sich feststellen, daB im allgemeinen die GréBe des Abfalls der Zucker. 
menge proportional geht. Der absolute Abfall betragt, wenn wir von Fall 12 
absehen, der eine Sonderstellung einnimmt, zwischen 7 und 52 mg, im 
Durchsehnitt 24,5 mg. Auch hier verweisen wir wieder auf die bereits bei 
Besprechung der 20-g-Versuche hervorgehobene, zweite Zacke, die 
einzelnen Fallen ganz besonders schén in Erscheinung tritt. 


Vom theoretischen Standpunkt ist der Einflu8 wiederholter Zucker. 
gabon auf den Blutzuckerspiegel von ganz besonderem Interesse. Bereits 
Bang*) hat diesem Gegenstand sein Augenmerk zugewandt, In einer 
ausfiihrlichen Arbeit von Bée*) aus dem Bangschen Laboratorium wurde 
er einer weiteren eingehenden experimentellen Priifung unterzogen. In 
neuerer Zeit hat die Frage durch die Arbeiten von Staub, Traugott*), Mac Lea 
und de Wesselow ernoutes Interesse wegen der eventuellen Bedeutung 
fiir die Beurteilung der Assimilationsfahigkeit gewonnen. Mit Riicksicht 
auf die praktische und vielleicht noch gréBere theoretische Bedeutung 
dieser Frage haben wir eine Reihe von Untersuchungen auch in dieser 
Richtung vorgenommen. Die Ergebnisse sind in Tabelle ITT zusammen. 
gestellt. 

In zehn Fallen wurden zweimal 20g Glucose in Abstanden von 
30 Minuten bis zu einer Stunde gegeben. Drei Falle erhielten 20 und 100g 
Glucose im Abstand von einer Stunde. Nehmen wir zuniachst die Fille, 
in welchen die zweite Glucosegabe nach 30 Minuten, noch im aufsteigenden 
Ast der Kurve, gereicht wurde, so zeigt sich der Einflu8 in dem einen 
Falle (8b) héchstens in einem leicht protrahierten Abfall, doch ist auch 
der bei Beriicksichtigung des verschiedenen Verhaltens dieser Versuchs- 
person zu verschiedenen Zeiten (s. Tabelle I, Versuch 8 und 8a) nicht 
deutlich ausgesprochen. Im Falle 4b bewirkt die zweite Zuckergabe, aui 
der Héhe der Hyperglykamie gegeben, nur einen leichten Anstieg um 9 mg 
in 30 Minuten, der Abfall ist hier deutlich protrahiert*). Ganz anders wirkt 
sich die neuerliche Zuckerzufuhr im Falle 2a aus, bei dem diese nach 
45 Minuten, bereits im Abfall auf die Hypoglykimie, gegeben wurde. Wir 
sehen einen deutlichen zweiten Anstieg, der ebenso wie der erste in 30 Minuten 


1) Monographie, 8. 57. 

2) Diese Zeitschr. 58, 106, 1914. 

8) Klin. Wochenschr. Jahrgang 1922, S. 892. 

*) Vgl. dazu das analoge Ergebnis in dem einen Versuch von Bany, 
Monographie, 8. 58, Kurve 1. 
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Tabelle III. 


Versuche mit wiederholter Zuckergabe. 





\ame 


Zeit in Minuten 











Nr. Bemer- 
0 6 » | 4 | o | 75 | 9 | 105| 120 | 135| 150) 165 | 189 || ungen 
4b 92 123 150*) 154 159 137) 90) 66 75 —| 86/—| 88 | 2x20, 
8d 94 99 132*) 110 95 81| 74 84 75 —| 73);—|— Ebenso 
2a 105 152 155 88*) 129 141;102) 83) 76 —j| 74|/— | 97 a 
Ib 92, 136 131 85 85*) 121 111 101 88 84| 78) 88| 77 ° 
8e 107/144 137 104) 101*) 118/111 105 71 66, 90) 83) 82 ° 
l4a_ 113 | 134 | 108 93 97*) 119' 119 105 108 89 108 113) 97 " 
15 = 120 | 183-167-113. 87*) 96/140 132 87 78 | 105 103 |109 , 
16 95 | 127 127 90 88*) 104/113 113 104**) —| — — | — ‘ 
17 93/ 106/117 | 100 81*) 109/120 89 83 101 | 120 113! 89 ° 
18 110/132 140 (102 125*) 138 130 134 125 102; 97) 95) 83 ° 
8f 93,110 112 75 60*) 106 139 116 97 111117 143 108 =| 20u.1004 
lla 99 124 141 147 = 121*) 136, 182) 164 144 129 121; 81 63+) || Ebenso 


19 103,121 101 (110 107*) 128 112 i130 — 109 110 |104 105+*)) 


*) Unmittelbar nach diesem Wert die zweite Zuckergabe. — **) Versuch vorzeitig abgebrochen. 
— +) Die letzten drei Entnahmen halbstiindig. — t+) Der letzte Wert nach #0) Minuten. 


sein Maximum erreicht, hinter dem absoluten Wert des ersten Anstiegs 
jedoch um 14 mg zuriickbleibt. Der darauf folgende Abfall ist bedeutend 
michtiger als der nach einmaliger Zuckergabe von 20 g erzielte (s. Tabelle I, 
Fall 2). In sieben Fallen, in welchen die erneute Zuckerzufuhr der ersten 
eine Stunde nachfolgte, sind wir — mit Ausnahme von Fall 18, bei dem 
wir in den Anstieg der zweiten Zacke kamen und der so analoge Verhialtnisse 
wie Fall 4b zeigt —- durchweg in die hypoglykamische Phase gekommen, 
und zwar war der Blutzucker in diesen Fallen um 6 bis 28 Proz., im Durch- 
schnitt um 12,4 Proz. gegen den Ausgangswert abgefallen. Der Héhepunkt 
des zweiten Anstiegs wird in all diesen Fallen nach derselben Zeit erreicht, 
wie der Gipfel nach der ersten Zuckergabe. Der Anstieg nach der zweiten 
Zuckergabe ist, von Fall 17, 18 abgesehen, wo er héher bzw. innerhalb der 
Fehlergrenzen gleich dem ersten gefunden wurde, durchweg gegen den 
Ausgangswert niedriger, entsprechend den Angaben von Staub, Traugott 
und Mac Lean. Wahrend im Durchschnitt von den sieben Fallen der erste 
Anstieg gegen den Niichternwert 33,4 mg betrigt, ist die Erhebung nach 
der zweiten Zuckergabe nur 19,8 mg. Dieser geringe Anstieg auf neuerliche 
Zuckerzufuhr ist jedoch nur ein scheinbarer, und wir glauben, daB die 
Schliisse, die aus diesem Verhalten gezogen wurden, zum Teil aus einer 
nicht ganz korrekten Betrachtungsweise hervorgegangen sind. Geht man 
namlich nicht von dem Niichternwert, sondern von dem der zweiten Zucker- 
gabe unmittelbar vorangehenden Werte aus — und nur diese Betrachtungs- 
weise scheint uns richtig zu sein —, so kommt man zu ganz anderen Ergeb- 
nissen und damit auch zu anderen SchluBfolgerungen fiir die Theorie. Bei 
dieser Betrachtungsweise zeigt sich nimlich, daB die absolute Differenz in 
der Mehrzah! der Falle sogar héher liegt als die nach der ersten Zuckergabe 
erreichten Werte. Als Durchschnitt aus allen sieben Fillen errechnet sich 
bei dieser Betrachtung eine Zunahme von 29,5mg, und sehen wir von 
Fall 18 ab, so wird der Wert mit 32,3 mg dem durch die erste Zuckergabe 
erreichten praktisch vollkommen gleich. Wenn wir statt der absoluten 
fiir alle Falle die prozentische Zunahme rechnen, so finden wir fiir beide 


Biochemische Zeitschrift Band 177, 3 
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Maxima die gleiche mittlere Zunahme um 33 Proz.'). Zur besseren Ubersicht 
der Verhiltnisse sind die einzelnen Zahlen fiir simtliche Falle in Tabelle IV 
zusammengestellt. 
Tabelle IV. 
Anstieg und Abfall in den Versuchen mit wiederholter Glucosegabe. 





L Anstieg _—iI. Abfall Il. Anstieg | Gesamt- 


Niichtern- II. Ausgangs- 
wert T wert 
abs. |, abs 


mg | Proz- abs. proz. abs. proz. | mg 
Dol. 92 58 63 150 9 26 
Kis. 94 38 | 40 0 21 
Kap. 105 50 48 53 || 31 
Fr. 92 44 48 36 15 
Eis, 107 37 | 35 19 41 
Gel. 115 21; 19 22 
Sch. 120 47 | 39 53 
Sch. 95 32 | 34 25 
Eng. 93 24 26 39 
Silb. 110 30 | 27 13 
Eis. 93 19 20 73 
Pop. 99 48 | 48 61 
J. 


Name Nr. 








103 18 17 107 21 


Noch eines geht aus dieser Zusammenstellung hervor. Das ist der 
betrachtliche EinfluB, welchen die zweite Zuckergabe auf die folgende 
Hypoglykaémie ausiibt. Hier wird der Unterschied bei Beriicksichtigung 
des Niichternwertes besonders deutlich. Wahrend wir in unseren Fallen 
in Tabelle I einen durchschnittlichen Abfall von 11,5 berechneten, ergibt 
sich hier ein solecher von 27 Proz., also noch héher als der in den Versuchen 
mit 35 bis 100g errechnete (s. Tabelle IIT). Die drei Versuche, in welchen 
wir 100g Glucose eine Stunde nach 20g gaben, zeigen kein einheitliches 
Bild. Am ehesten entspricht noch Fall 19 den Angaben :der Literatur. 
Hier wurde die zweite Zuckergabe zu einer Zeit gereicht, in der der Niichtern- 
wert annahernd erreicht war. Der darauf folgende Anstieg ist, wenn wir 
von unserer Betrachtungsweise ausgehen, mit 23 mg nur wenig verschieden 
von dem Anstieg nach der geringeren Zuckergabe. Im Falle lla scheint 
die vorausgehende Zuckergabe Héhe und Dauer der Hyperglykimie iiber- 
haupt nicht zu beeinflussen, méglicherweise haben wir ahnliche Verhiltnisse 
getroffen wie in Fall 4b. Der auffallend protrahierte Verlauf der Kurve 
spricht in diesem Sinne. Fall 8 f l4Bt auch in dieser Versuchsanordnung 
den der Versuchsperson eigenen Typus der zweizackigen Kurve erkennen. 


IV. Der Mechanismus der alimentiiren Hyperglykimie. 


Die heute allgemein giiltige Theorie iiber die Ursachen der alimentaren 
Hyperglykimie geht dahin, da8 die Blutzuckersteigerung von dem 
resorbierten zugefiihrten Zucker herriihrt. Diese Anschauung wird in 


1) Zu gleichen Ergebnissen fiihrt eine nahere Betrachtung des von 
Mac Lean und de Wesselow in Kurve 2 mitgeteilten Versuchs, bei dem 
im Abstand von 1 44 Stunden je 50 g Glucose gegeben wurden. Wir begniigen 
uns mit der Wiedergabe der Zahlen: 1. Anstieg von 90 auf 172 mg, d. i. um 
82 mg, 2. Anstieg von 75 auf 155 mg, d.i. um 80 mg. 
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neverer Zeit in den Arbeiten von Staub, Mac Lean, Folin und Berglund 
und Foster vertreten. Auch Leo Pollak*) schlieBt sich in seinem ausfiihr- 
lichen Referat dieser Meinung an. Die Méglichkeit, daB die Hyperglykamie 
auch durch eine Reizwirkung des zugefiihrten Zuckers bedingt sein kénnte, 
wird von Staub nur fiir seine Karenzfalle diskutiert. Die gegen die Normal- 
fille beobachtete Blutzuckersteigerung fiihrt Staub hier auf Mobilisation 
des Leberglykogens und Resorption des zugefiibrten Zuckers zuriick. In 
einer mittleren Linie bewegen sich zum Teil die Anschauungen von Folin 
und Berglund, welche neben der Kesorption eine Reizwirkung als méglich 
diskutieren. Gegen die Anschauung iiber die alleinige Bedeutung der 
Resorption haben Eisner und Forster*) einige bemerkenswerte Einwiande 
erhoben. Sie machen auf den auBerordentlich raschen Anstieg des Blut- 
zuckers nach Kohlehydratzufuhr (Starke) aufmerksam und nehmen an, 
da8 die Kohlehydrate durch einen spezifischen Reiz, den sie auf die Schleim- 
haut des Magen-Darmkanals ausiiben, die Leber zur Ausschiittung ihres 
Depots veranlassen. 

Die Hypoglykémie ist nach unseren Befunden beim Normalen mit 
wenigen Ausnahmen bei geniigend langer Versuchszeit regelmaiBig zu 
beobachten. Sie findet sich gelegentlich schon in der 4lteren Literatur 
erwihnt, so bei Bénniger und Frank*) und bei Bang. Auf ihr regelmaBiges 
Vorkommen verweist ganz besonders Folin und Berglund. Staub erwahnt 
ihrer nur bei seinen Arbeitsversuchen. Nach ihm ist sie Ausdruck ver- 
mehrten Zuckerverbrauchs durch die Muskulatur infolge gesteigerten 
Verbrauchs wahrend der Arbeitsleistung. Folin und Berglund jsehen in 
ihr das Zeichen einer gesteigerten Adsorption durch das Gewebe, Foster 
erklart sie durch eine Steigerung und Aktivierung der Glykogenbildung. 
Bevor wir unsere Anschauung zu diesen Fragen prazisieren, méchten wir 
auf unser eigenes Versuchsmaterial zuriickkommen. 

Aus unseren Fallen lassen sich 
unschwer zwei Extreme erfassen, 
die wir in Abb. 1 und 2 graphisch 
wiedergeben. In dem einen Falle 
(Abb. 1, TabelleII, Fall3a) sehen wir 
einen rapiden Anstieg, der von einem 
ebensolchen Abfall und einer aus- 
gesprochenen Hypoglykimie gefolgt 
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1) Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 28, 337, 1923. 
2) Berl. klin. Wochenschr. 1921, 8S. 839. 
3) H. S. 70, 1911. 
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wird. Wir wollen diesen Typus als Assimilationstyp bezeichnen und ste|len 
ihm den zweiten Typus gegeniiber (s. Abb. 2, Tabelle IIT, Fall 12). Hier 
finden wir protrahierten Anstieg, flachen Verlauf der Kurve, protrahierten 
Abfall, Fehlen der Hypoglykamie. Wir bezeichnen diesen Typ als Resorp. 
tionstyp. Unter Zugrundelegung dieser Typen méchten wir unsere Auf. 
fassung iiber den Mechanismus der alimentéaren Hyperglykaémie wie folg: 
entwickeln. Fiir die Fille vom Typus 1 ist die Blutzuckersteigerung 
bedingt durch eine Reizwirkung des zugefiihrten Zuckers, welche zur 
Glykogenmobilisation fiihrt. Wie diese Reizwirkung zustande kommt, 
dariiber sind mehrere Anschauungen méglich. Man kénnte, entsprechend 
der von Eisner und Férster gegebenen Erklarung an einen von der Darm. 
wand ausgehenden Reiz denken, welcher reflektorisch das Leberglykogen 
mobilisiert. Hier ware aber auch an die Befunde von Miiller und Petersen! 
zu denken, welche fiir das subkutan injizierte Insulin in erster Phase eine 
zuckermobilisierende Wirkung feststellten. Man kénnte sich nun vorstellen, 
daB der eingefiihrte Zucker von der Darmwand aus reflektorisch den Insel. 
apparat beeinfluBt, und daB die erhéhte Aktivitaét dieses sich zundachst in 
einer vermehrten Mobilisation von Zucker auswirkt. Eine dritte Méglichkeit 
wire die, daB der mit dem Portalblut der Leber zustrémende kérperfremde 
Zucker den Reiz fiir die Glykogenmobilisation abgibt. Die Annahme einer 
Reizwirkung l48t auch verstehen, warum die Héhe des Anstiegs der Kon. 
zentration des zugefiihrten Zuckers parallel geht, die Dauer bis zur Er. 
reichung des Maximums jedoch kaum verschoben wird. Auch den von 
Staub nach Zufuhr von Glucose durch die Duodenalsonde beobachteten 
héheren Anstieg der Blutzuckerkurve méchten wir im Gegensatz zu Stau) 
als eine durch die héhere Konzentration bedingte starkere Reizwirkung 
auffassen. Da8 bei den héheren Zuckergaben nicht die gréBere Resorption 
den héheren Anstieg bedingt, geht aus den Versuchen von Cori*) hervor, 
nach denen sich die ResorptionsgréBe unabhangig von der zugefiihrten 
Menge und der Konzentration des Zuckers erweist. Der mobilisierte kérper- 
eigene Zucker wire es dann, welcher die erste Steigerung bedingt und 
vielleicht auch in der Peripherie als Reiz fiir die Assimilation im weitesten 
Sinne des Wortes wirkt. Die nun aktivierte Assimilationsfahigkeit ist 
letzten Endes auch die Ursache fiir den Abfall der Blutzuckerkurve zur 
Norm und auf hypoglykaémische Werte. Die Hypoglykamie wiirde demnach 
ebenso fiir die Assimilationsfahigkeit sprechen, wie der rasche Abfall der 
Kurve zur Norm. Die absolute Héhe des Anstiegs hat beim Normalen 
mit der Assimilationsfahigkeit nichts zu tun, wohl aber ist nach dieser 
Auffassung die Zeit, innerhalb der der Gipfel erreicht wird, von Be- 
deutung. 

Der zweite Typus, die Resorptionskurve, zeigt in seinem ganzen Ver- 
halten das absolute Gegenspiel der Assimilationskurve. In dem langsamen 
protrahierten Anstieg sehen wir den Ausdruck fiir die Resorption be 
fehlender Mobilisation, in dem verzégerten Abfall das relative Versagen der 
peripheren Assimilation, fiir deren Anregung der adaiquate Reiz fehit. 

Zwischen diesen beiden Extremen finden wir nun alle méglichen 
Uberginge. Der haufigste Typus sind jene Falle, in denen bei anscheinend 
intakter Reizmobilisation die Assimilation mehr oder weniger verzégert ist, 
und nun die Resorption sich der Mobilisationshyperglykamie superponi rt: 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1926, Nr. 18. 
*) Journ. of biol. Chem. 66, 691, 1925. 








Blutzucker. I. 37 


rascher Anstieg, protrahierter Abfall, geringe Hypoglykimie (s. Abb. 3, 
Versuch 13, Tabelle IT). Ein weiterer Typus, auf den wir bereits mehrfach 
hingewiesen haben, sind jene Faille, bei denen die Kurve zwei Gipfel oder 
eine zweite, nach Erreichung des Ausgangswerts auftretende Zacke zeigt 
is, Abb. 4 und 5). Wir méchten in dieser zweiten Zacke den Ausdruck 
einer relativen Insuffizienz der peripheren Assimilation und eines dadurch 
bedingten Uberwiegens der Resorption erblicken und bezeichnen diese 
zweite Zacke als Resorptionszacke. Mit dieser hier vorgebrachten An- 
schauung lassen sich auch die in den Versuchen mit wiederholter Zuckergabe 
erhobenen Befunde zwanglos erklaren. Man hat den — gegen den Ausgangs- 
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wert — niedrigeren zweiten Anstieg bisher allgemein als Ausdruck einer 


Bahnung der Assimilation angesprochen. Auf Grund der friiher vor- 
gebrachten Einwande gegen diese Betrachtungsweise und mit Riicksitht 
auf unsere Ergebnisse méchten wir folgende Anschauung entwickeln. Fiallt 
die zweite Zuckergabe in den aufsteigenden Ast der Kurve, so ist der primare 
Reiz noch wirksam. Wir kommen gewissermaBen in eine refraktére Phase, 
der Erfolg auf die Blutzuckerkurve duBert sich in einem langsameren 
Abfall, wie er nach einer von Anfang an gegebenen gréBeren Dosis zu er- 
warten ist. Trifft die erneute Zuckermenge in eine Zeit, in der der Aus- 
gangswert bereits erreicht oder unterschritten ist, dann verhalt sich die 
zweite Steigerung in Héhe und Dauer wie wenn vorher kein Zucker gegeben 
worden ware: Gleiche Reize haben den gleichen Effekt. 


Zusammenfassung. 


1. Héhe und Dauer der alimentiren Hyperglykimie nehmen mit 
der Menge des zugefiihrten Zuckers zu. Die Zeit, innerhalb welcher der 
Gipfelpunkt erreicht wird, ist individuell konstant und unabhangig von 
der GréBe der Zuckergabe. Bei entsprechender Versuchsdauer laBt 
sich beim Normalen regelma&Big eine alimentaire Hypoglykamie nach- 
weisen, 
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2. Die Wirkung einer zweiten Zuckergabe auf die Blutzuckerkurve 
ist abhangig von der Phase, in welcher die neuerliche Zuckerzufuhr 
erfolgt. 

3. Es werden zwei Typen der Blutzuckerkurve aufgestellt: Der 
Assimilationstyp ist durch steilen Anstieg, steilen Abfall, starke Hypo. 
glykamie charakterisiert. Im Gegensatz zu ihm verliuft die Kurve 
des Resorptionstyps flach und protrahiert ohne nennenswerte Hypo. 
glykamie. Die Hyperglykimie beim Assimilationstypus diirfte auf cine 
Reizwirkung durch den zugefiihrten Zucker, die zu einer Ausschiittung 
kérpereigener Glucose fiihrt, zuriickzufiihren sein. 


SOW 
das 
uf 
gew 
Glu 
Eré 
daB 
gan 
dies 
Kok 
habe 
Blut 
Bets 
Vi wry 


mu ¢ 


der 
hoff: 


ASSI1 





‘ve 


ihr 


DO- 
Ve 
D0- 
ine 
ing 





Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


III. Mitteilung: 
Blutzucker- und Phosphorsiiurekurve. 1. Methodik. 


Von 
H. K. Barrenseheen, Friedrich Doleschall und Ludwig Popper. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1926.) 


Seit den grundlegenden Arbeiten von Iwanoff!), Harden und Young?) 
sowie Embden und seiner Schule*), welche erstmals den Nachweis fiir 
das Vorkommen von Kohlehydratphosphorsaureestern erbracht und 
auf ihre Bedeutung im intermediiren Kohlehydratstoffwechsel hin- 
gewiesen haben, ist die Frage nach der gegenseitigen Wechselwirkung der 
Glucose und Phosphorsiure wiederholt Gegenstand theoretischer 
Erérterung und experimenteller Untersuchung gewesen. Die Annahme, 
daB sowohl der Aufbau als auch der Abbau der Kohlehydrate im Or- 
ganismus den Weg iibér die Phosphorylierung gehen muB, daB somit 
diese gewissermaBen als Kreuzungspunkt im Zentrum des intermediaren 
Kohlehydratstoffwechsels steht, diirfte heute wohl allgemeine Geltung 
haben. Im Laufe unserer Untersuchungen tiber die Physiologie des 
Blutzuckers hat sich uns nun die Uberzeugung aufgedringt, daB die 
Betrachtung der Blutzuckerkurve allein nur oberflichlich tiber den 
Vorgang der Assimilation und das Schicksal des zugefiihrten Zuckers 
zu orientieren vermag. 

Von vergleichenden Untersuchungen der Blutzuckerkurve und 
der Kurve des anorganischen und des gesamtsiureléslichen Phosphors 
hofften wir einen naheren Einblick in den Mechanismus der Zucker- 
assimilation im weitesten Sinne des Wortes gewinnen zu kénnen. 


') Iwanoff, Hoppe-Seyler 50, 281, 1907. 

*) Harden und Young, Proz. Roy. Soc. 80, 209, 1908; diese Zeitschr. 
82, 172, 1911. 

*) Embden und Laquer, ebendaselbst 98, 181, 1917; Hoppe-Seyler, 
118, 1, 1921. 
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Wahrend die Kurve der anorganischen Phosphorsaure in ihrem Verha!t nis 
zur Blutzuckerkurve in einigen Arbeiten bereits untersucht wurde), 
ist das Verhalten des gesamtsaureléslichen Phosphors bisher noch nic 
Gegenstand systematischer Untersuchungen gewesen®). Gerade von 
einer Verfolgung dieser Werte erhofften wir jedoch einigen Aufsch|ui 
zu erhalten, da wir der Meinung waren, daB die intermediar auftretenden 
Kohlehydratzwischenprodukte zum Teil in dieser Fraktion sich finden 
miissen, und wir glaubten, auf diese Wei&e einen Einblick in deren 
Synthese und Transport gewinnen zu kénnen. 


II. Zur Technik der Phosphorsiurebestimmung. 


Fiir eine derart geplante Untersuchungsreihe, welche mit ausgedelinten 
Serienuntersuchungen rechnete, muBten wir uns die entsprechende Technik 
erst zurechtlegen. 

Zur Bestimmung kleinster Mengen Phosphorséure besitzen wir eine 
ganze Reihe gut ausgebildeter Methoden. Die exakteste Methode ist von 
Pregl*) ausgearbeitet und wurde auf Veranlassung von Elias durch Stella 
Wiener*) auf das Serum iibertragen. Fiir Serienuntersuchungen ist sie 
jedoch zu langwierig und zeitraubend, erfordert auch relativ groBe Mengen 
von Blut. Die gleichen Einwande schlossen auch die Anwendung der von 
Embden*) angegebenen gravimetrischen Methode (Fallung der Phosphor- 
sdure als Strychninmolybdat) aus. Versuche, die Embdensche Methodik 
in eine titrimetrische Bestimmung umzuwandeln, fiihrten nicht zu dem 
gewiinschten Grad von Genauigkeit. Mangels eines Nephelometers muBten 
wir uns also auf eine der iiblichen kolorimetrischen Methoden beschranken. 
Von diesen haben wir die Methoden von Bell und Doisy *) in der Modifikation 
von Briggs’), sowie von Benedict und Theis*), ferner die von Tisdall*) und 
die von Terada™) angegebenen einer Nachpriifung unterzogen. Wir haben 
uns zum SchiuB6 fiir die von Tisdall angegebene Methodik entschieden, 
deren Brauchbarkeit theoretisch auch durch die eingehenden Unter- 
suchungen von Kleinmann™) erwiesen ist und die fiir unsere Zwecke aus 


1) Wir werden auf diese Arbeiten in unseren weiteren Veréffentlichungen 
noch zuriickkommen. 

2) Einzig Lawaczeck (Klin. Wochenschr., Jahrg. 1925, 8. 1858) hat in 
einer nach Beginn der vorliegenden Untersuchungen erschienenen Arbeit 
sich mit dem Verhalten des Lactacidogens nach Kohlehydratzufuhr beim 
Normalen und Diabeteskranken beschaftigt. Das Lactacidogen diirfte 
allerdings kaum das einzige phosphorhaltige Kohlehydratzwischenprodukt 
sein, das in Frage kommt. 

3) Pregl, Quantitative organische Mikroanalyse. Berlin, Springer 1923. 

*) Diese Zeitschr. 115, 42, 1921. 

5) Hoppe-Seyler 118, 138, 1921. 

*) Journ. of biol. Chem. 44, 55, 1920. 

7) Ebendaselbst 58, 13, 1922. 

8) Ebendaselbst 61, 163, 1924. 

*) Ebendaselbst 50, 329, 1922. 

10) Diese Zeitschr. 149, 426, 1924. 

1) Ebendaselbst 99, 19ff., 1919. 
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dem Grunde in erster Linie in Betracht kam, da sie mit Ausnahme der von 
Terada angegebenen Methodik die einzige ist, bei welcher die Phosphor- 
sjure zunéchst als Strychninmolybdat gefallt und die Kolorimetrie erst 
mit dem Niederschlag durchgefiihrt wird. Die Genauigkeit der Methodik, 
mit der zugefiigtes Phosphat gefunden wird, betrug in unseren Handen 
bei den kleinsten Mengen, die wir in Anwendung brachten (1 ccm der 
sechsfach verdiinnten Stammlésung, entsprechend rund 0,01 mg Phosphor), 
im Maximum + 3 Proz. Weniger giinstige Erfahrungen machten wir mit 
der Bestimmung nach Jerada. Hier ist der rote Farbton weitaus schwieriger 
zm vergleichen, auBerdem halten wir die vorgeschriebene hohe Standard- 
einstellung und die durch das Phenylhydrazin bewirkte Interferenz der 
Farbung, die sich allerdings durch Reinigung des Phenylhydrazins bis zu 
einem gewissen Grade vermeiden laBt, fiir nicht unbedenklich. 

Als Kolorimeter verwendeten wir anfangs ein Kriisssches Modell des 
Dubosg) mit Lummer-Brodhunschem Wiirfel, spaiter das Kletische Bio- 
kolorimeter, das seiner Handlichkeit und exakt gearbeiteten Optik wegen 
fiir biochemische Zwecke ganz hervorragend geeignet ist. Samtliche Unter- 
suchungen wurden, um gleichmaBige Resultate zu erzielen, standig in der 
Dunkelkammer bei der gleichen kiinstlichen Lichtquelle abgelesen. Alle 
Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt, die Resultate 
aus dem Mittel von durchschnittlich 12 Ablesungen berechnet. 

Die Untersuchung am Venenblut oder am Serum muBten wir mit 
Riicksicht auf die wiederholt vorzunehmenden Blutentnahmen von vorn- 
herein ausschalten. Praktisch kam nur die Untersuchung des Kapillar- 
bluts in Frage, da die Hiufung von Venaepunktionen in kurzen Zeitraumen 
bei ein und derselben Versuchsperson eine zu starke Zumutung darstellt. 
Im Gegensatz zu der von Folin und Berglund') geiuBerten Ansicht, daB 
Blutentnahme aus der Fingerbeere einen subjektiv weit unangenehmeren 
Eingriff als die Venaepunktion darstellt, méchten wir betonen, daB wir bei 
Venaepunktionen wiederholt bei empfindlichen Personen Schwacheanfalle 
erlebt haben, Zufalle, die bei der Entnahme aus der Fingerbeere nie zu 
beobachten waren. Die Untersuchung des Venenbluts und des Serums 
schied auch wegen der nicht unbetrachtlichen Blutmengen aus, die dabei 
der Versuchsperson wahrend einer Serienuntersuchung entzogen werden 
miiBten. 

Die Blutentnahme wurde durchweg nach heiBem Handbad mittels 
der von Buercker modifizierten Frankeschen Nadel gemacht. Es gelingt 
so bei einiger Ubung mit Leichtigkeit, ohne Pressen bis zu 6ccm Blut, das 
nach dem heiBen Handbad hellrot arteriell gefirbt abtropft, zu gewinnen. 
Wir haben fiir unsere Zwecke in der Regel 35 bis 40 Tropfen in einem mit 
einer Spur Kaliumoxalat bestreuten Schialchen aufgefangen. Bei giinstigen 
Verhaltnissen ist diese Menge in weniger als einer Minute zu gewinnen. 
Zur Phosphorséurebestimmung verwendeten wir 1 ccm dieses arteriellen 
Kapillarbluts, das mit geeichter Vollpipette in 3 ccm destillierten Wassers 
hamolysiert und sofort mit 2ccm 20proz. Trichloressigséure enteiweibt 
wurde. Ein Herabgehen unter diese Siuremenge auf die Halfte erwies sich 
nicht als vorteilhaft. 

Im Gegensatz zu Tisdall wurde durch kleine Faltenfilterchen aus 
aschefreiem Filtrierpapier filtriert und von dem Filtrat je 1 ccm weiter- 
verarbeitet. 


1) Journ. of biol. Chem. 51, 213, 1922. 
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Zur Bestimmung der anorganischen Phosphorséure wurde 1 ccm des 
Filtrats in graduierten Zentrifugenglischen auf 6ccm mit einer 10proz. 
Ammonsulfatlésung, die wiederholt auf Phosphorsaurefreiheit gepriift 
wurde, versetzt und nach Tisdall mit 2 ccm des Strychninmolybdansiure. 
reagens gefallt. Die Verwendung des Ammonsulfats an Stelle des 
destillierten Wassers hatte sich bei unseren Vorversuchen an reinen 
Phosphatlésungen als notwendig herausgestellt, da sonst bei den 
minimalen Phosphorséuremengen der Strychninmolybdatniederschlag nur 
unvollkommen ausfallt. 

Da wir nur den fiinften Teil der von Tisdall vorgesehenen Menge 
Filtrat verarbeiteten, wurden auch bei der Weiterverarbeitung die not. 
wendige Menge 1 proz. NaOH zur Lésung des Niederschlags und die Zusitze 
von Wasser, Ferrocyanid und HCl entsprechend abgestuft. Um Verluste 
beim Uberspiilen auf ein Minimum zu reduzieren, haben wir die Farb. 
entwicklung in den Zentrifugenglischen vor sich gehen lassen und erst 
nach erreichtem Maximum der Farbung in MeBkélbchen zu 20 cem unter 
wiederholtem Nachspiilen iibergefiihrt und zur Marke aufgefiillt. 

Zur Bestimmung des gesamtséureléslichen Phosphors wurde je 1 ccm 
des Filtrats in Jenenser Hartglaskélbchen oder Kélbchen aus Pyrexglas 
mit 0,3 cem des Newmannschen Veraschungsgemisches — unter Verwendung 
von kleinen Glasperlen gegen Siedeverzug — verascht. Die Verwendung 
gewohnlicher Siedesteine empfiehlt sich nicht. Die Veraschung wurde bis 
zum Verschwinden der nitrosen Dampfe fortgefiihrt; die erkaltete Aschen- 
lésung mit 1 bis 2ccm Wasser verdiinnt, mit einem Trépfchen ganz ver- 
diinnter Lackmuslésung versetzt, mit konzentriertem NH, bis zur eben 
eintretenden Blaufaérbung iiberneutralisiert und mit reiner HNO,, 2:1 
eben wieder sauer gemacht. Sodann wurde in die Zentrifugenglaschen 
iibergefiihrt, dreimal mit je 1 ccm destilliertem Wasser nachgespiilt und 
auf 6ccm aufgefiillt. Die Weiterverarbeitung erfolgte entsprechend den 
Tisdalischen Vorschriften. 

Wir haben anfangs in Anlehnung an die Neuwmannsche Vorschrift die 
Nitrosylschwefelsiure durch Kochen zerlegt, konnten uns aber durch 
darauf gerichtete Versuchy davon iiberzeugen, daB dieses Verkochen iiber- 
fliissig ist. Die Neutralisation erwies sich als unerléBlich, da bei zu starker 
Aciditaét die Fallung des Strychninphosphormolybdats gehemmt wird’). 

Zur Neutralisation verwendeten wir anfangs reine Mercksche NaOH 
e natrio, die sich bei wiederholten Nachpriifungen als phosphorfrei erwies. 
Da ein spater in Verwendung genommenes NaOH purissimum Kahlbaum 
geringe Mengen Phosphorséure enthielt, sind wir zur Verwendung von 
konzentriertem NH, iibergegangen, wodurch wir iiberdies die gleichen 
Bedingungen wie bei der Verarbeitung des anorganischen Phosphors erhielten. 

Bevor wir auf die Ergebnisse unserer so gewahlten Methodik eingehen, 
sind noch einige Punkte unserer Technik einer Kritik und Besprechung 
zu unterziehen. Zundchst war die Frage zu untersuchen, ob der Zusatz 
von Oxalat fiir die Bestimmung der Phosphorsaure gleichgiiltig ist oder nicht. 

Wir konnten feststellen, daB die zur Hemmung der Gerinnung 
zugesetzten geringen Mengen von Oxalat die Ermittlung der Phosphorsiure 
im Blute bei sofortiger Verarbeitung weder beziiglich ihrer Gesamtmenge 


1) Bei Durchsicht der Literatur nach Abschlu8 unserer Arbeit finden 
wir auch bei Kleinmann (diese Zeitschr. 99, 166ff., 1919) Angaben iiber clie 
unvollstandige Ausfaillung des Strychninphosphormolybdats bei zu hohen 
Saéurekonzentrationen. 
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noch ihrer Verteilung beeintrachtigen. So ergab die Bestimmung des 
anorganischen Phosphors bei in Paraffinschale aufgefangenem Blute 
3,51 mg-Proz., in dem in iiblicher Weise mit Oxalat behandelten Blute 
3,52 mg-Proz. 

Eine andere Frage war die, ob nicht die der EnteiweiBung voraus- 
gehende Hamolyse die Verteilung der einzelnen Phosphorfraktionen beein- 
flussen kénne. Wir waren um so mehr gendtigt, zu dieser Frage Stellung 
m nehmen, als sich in der Literatur eine Reihe von Angaben finden, welche 
die Abspaltung freier Phosphorséure aus gebundener waihrend der Hamolyse 
betonen. Es sei hier an die Angaben von Lawaczeck') und Gyérgy*), sowie 
an die Kontroverse zwischen Buell*) und Briggs*) erinnert. Zundchst 
stellen wir fest, daB bei sofortiger EnteiweiBung, wie wir sie ausfiihrten, die 
Himolyse ohne jeglichen Einflu8 auf Verteilung der Phosphorséure- 
fraktionen ist. Als Beispiel fiihren wir folgende Werte an: 





Ohne Hamolyse | Nach Hamolyse 
; ; _| enteiweibt enteiweifit 
|. Anorganischer Phosphor .... 2,95 mg-Proz. 2,97 mg-Proz. 
Gasamtsaureléslicher Phosphor . 30,00 n 30,00 F 
IJ, Anorganischer Phosphor .... | 3,72 oe 3,70 
Gesamtsaureléslicher Phosphor . 28,00 ss 28,00 


Bleibt allerdings das himolysierte Blut langere Zeit bei Zimmer- 
temperatur stehen, so finden wir analog den Angaben von Lawacteck und 
Gyérgy eine betrachtliche Zunahme des anorganischen Phosphors auf 
Kosten des organisch gebundenen. Bereits ein Stehen von 20 Minuten bei 
Zimmertemperatur ergibt betrichtliche Vermehrung des anorganischen 
Phosphors, z. B. von 2,9 auf 3,2 mg-Proz., von 3,7 auf 4,0 mg-Proz. Bei 
langerer Dauer der Hamolyse nehmen diese Werte entsprechend zu. Doch 
wollen wir mit Riicksicht auf Raumersparnis auf Wiedergabe dieser Werte, 
die nur eine Bestaétigung bereits vorliegender Angaben bilden, verzichten. 
Bei Eisschranktemperatur ist der EinfluB der Hamolyse weniger deutlich, 
doch 148+ sich auch hier nach zwei- bis dreistiindigem Stehen eine 
deutliche Zunahme der anorganischen Phosphorsaure feststellen. 

Uber den Einflu8 der EnteiweiBungsmethode auf die Phosphorsdure- 
werte siehe unten. 


II. Die Werte des anorganischen und des gesamtsiureldslichen Phosphors 
im arteriellen Kapillarblut und die Verteilung auf Kérperchen und Plasma 
bzw. Serum, 


Phosphorbestimmungen im menschlichen Blute wurden bisher fast 
ausschlieBlich im Serum bzw. Oxalatplasma ausgefiihrt. Werte fiir das 
vendse Vollblut finden sich in der amerikanischen Literatur ganz vereinzelt. 
Die altesten Angaben riihren von Bloor®) her, der nach seiner nephelo- 


1) Diese Zeitschr. 145, 351, 1924. 

2) Eberdaselbst 161, 157, 1925. 

8) Journ. of biol. Chem. 56, 97, 1923. 
*) Ebendaselbst 59, 255, 1924. 

5) Journ. of biol. Chem. 36, 49, 1918. 
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metrischen Methodik in sechs Fallen die Werte fiir Plasma und Kérperv hen 
getrennt bestimmte. Seine Werte fiir das Plasma auf P umgerechnet, 
liegen zwischen 1,9 und 4,36 mg-Proz. fiir den anorganischen P, fiir den 
gesamtséureléslichen P des Plasmas zwischen 2,37 und 4,52 mg-Proz., 
die Werte fiir die Blutkérperchen liegen zwischen 3,1 und 8,62 mg-Proz 
bzw. 44,3 und 79,1 mg-Proz. Von Buell werden fiir das Gesamtblut an. 
gegeben, auf P umgerechnet, Werte zwischen 1,9 und 2,15 mg-Proz.., fiir 
das Plasma — defibriniert bzw. Oxalatplasma — 2,97 bzw. 3,1 mg-Proz 
Die nach Hamolyse der gewaschenen Blutkérperchen gefundenen Zaher 
bewegen sich zwischen 0,82 und 1,04 mg-Proz. 


Tabelle I. 
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In der deutschen Literatur findet sich nur in der Arbeit von Lawaczeck') 
ein gr6Beres Material von Zahlen, das an venésem Blut nach der Embdenschen 
Methode gewonnen wurde und hauptséchlich den anorganischen P beriick- 
sichtigt. Die von ihm angegebenen Werte fiir den anorganischen P betragen 
zwischen 2,47 und 5,74 mg-Proz., fiir den gesamtsdureléslichen zwischen 
2») und 29,5 mg-Proz.*). Aus unserem Material, das weit iiber 100 Einzel- 
intersuchungen an mehr als 40 stoffwechselgesunden Studenten und 
Arzten des Instituts umfaBt, bringen wir in vorstehender Tabelle eine 
Auswahl von niichtern untersuchten Fallen, die zum Teil mehrmals in 
Zeitabschnitten von Wochen bis Monaten untersucht wurden. Von einer 
Wiedergabe der anderen Zahlen sehen wir ab, da nach unseren Erfahrungen 
nur die Niichternwerte Anspruch erheben kénnen, als Basis fiir Normalwerte 
betrachtet zu werden. 

Aus unseren Zahlen ergibt sich ein Minimalwert von 2,66 fiir den 
anorganischen P, ein Maximalwert von 5,01 mg-Proz. Die fiir den gesamt- 
siureléslichen P gefundenen Zahlen liegen zwischen 22,4 und 33,3 mg-Proz. 
Als Mittelwert errechnet sich fiir den anorganischen P 3,91, fiir den gesamt- 
siureléslichen 28,3 mg-Proz. Die Zahlen stimmen mit den von Lawaczeck 
angegebenen weitgehend iiberein. Die etwas héheren Werte fiir den an- 
organischen P, die er anfiihrt, diirften nach unserer Erfahrung teils auf 
die vorangegangene Nahrungszufuhr, teils auf dieangewandte EnteiweiBungs- 
methode (siehe unten) zuriickzufiihren sein. Eine Konstanz der Werte 
fir das Einzelindividuum fiir verschiedene Zeiten lat sich nicht feststellen 
(siehe Tabelle I, wo die Niichternwerte der mehrmals untersuchten Versuchs- 
person untereinander zusammengestellt sind, Fall 1 bis 6). In einer weiteren 
Reihe von Untersuchungen beschaftigten wir uns mit der Verteilung der 
einzelnen Phosphorfraktionen auf Kérperchen und Plasma bzw. Serum. 
Hier sind die Angaben der Literatur als durchaus kontrovers zu bezeichnen. 
Wahrend Zucker und Gutman*) nach ihren Untersuchungen eine gleich- 
miBige Verteilung des Phosphations zwischen Kérperchen und Plasma 
feststellen, wird von Buell das Vorkommen anorganischer Phosphorsdéure 
inden Erythrocyten bzw. organisch gebundener im Plasma als post mortem- 
Erscheinung gedeutet. In unseren eigenen Untersuchungen, die an iiber 
20 Fallen ausgefiihrt wurden, verwendeten wir ausschlieBlich Nativplasma, 
das nach der von Starlinger*) durchgearbeiteten Methodik — Auffangen 
des Blutes in paraffinierten Réhrchen, sofortiges Zentrifugieren bei groBer 
Tourenzahl, Abhebern des abgeschiedenen Plasmas — gewonnen wurde. 
Das Serum wurde spétestens 2 Stunden nach der Blutentnahme verarbeitet. 
Zur Verwendung kam Venenblut, das durch Punktion aus der kaum ge- 
stauten Vena mediana entnommen wurde. Die Entnahmen erfolgten 
durchweg 3 bis 4 Stunden nach dem ersten Friihstiick. Ein Teil unserer 
Zahlen sind in Tabelle II niedergelegt. 


Von den hier angefiihrten 15 Fallen ist in 13 der Vergleich zwischen 
Vollblut und Plasma durchgefiihrt (siehe Tabelle IT, Fall 3 bis 15). Durch- 


') Diese Zeitschr. 145, 351, 1924. 

*) Die Werte sind der Einheitlichkeit wegen auf P umgerechnet. 

*) Proc. soc. exper. Biol. a. Med. 19, 169, 1921/22. 

*) Herrn Dr. Starlinger sowie Herrn Dr. Hartl sind wir fiir die liebens- 
wiirdige Unterstiitzung, die sie uns bei den ersten Versuchen dieser Reihe 
zuteil werden lieBen, sowie fiir die Ausfiihrung der Hamatokrit bestimmungen 
zu Dank verpflichtet. 
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Tabelle II. 





Vollblut Plasma Serum 





gesamt- gesamt- gesamt- Bemerkungen 
anorg. sa@ures anorg. saures anorg.| siure- 
P — é P —_- P — 


30,0 _ — 4,57 5,03 

248 —_ — 3,08 3,39 

30,0 464 — —_|— Hamatokritwerte 
Kérperchen : Plasma = 48 . 52 

283 | 3,26, — 316 — Hamatokritwerte 
K6rperchen : Plasma = 42 : 5s 

345 | 4,76 — 


Popp. 25,2 465 5,00 4,11 5,45 _  Hiamatokritwerte 
Kérperchen : Plasma = 5) 5%) 

4,23 3,31 — Hamatokritwerte 
K6érperchen : Plasma = 48 : 52 

Diabetes mellitus 


a oa *# Whore 


8 Dol. 8 (356 — 397 443 
9 Bar. 3, 410); — | 498) — 
10 282 — 264 2,99 
1l Taub. 2 3,11 3,78 4,05) 4.22 
12 Berg. | 2, 243/258 283 2.85 
13 Hein. 0 | 256 347 320 — 
14 Dol. 0 367 3,95 392 3,95 
15 Bricht. 9 432 457 391 443 


gehend ergibt sich, von Fall 4 abgesehen, wo die Differenz noch innerhal)h 
der Fehlergrenzen liegen kann, daB der Wert fiir das Vollblut niedriger 
liegt als fiir das Plasma. Rechnen wir den Durchschnitt, so ergibt sich fiir 
das Vollblut ein Wert von 3,16, fiir das Plasma von 3,70 mg-Proz. Die 
Differenzen schwanken zwischen 0,22 und 0,96 mg-Proz., im Durchschnitt 
0,54. Unter Zugrundelegung der Werte fiir das Vollblut betragt die maximale 
Differenz in Prozenten 34 (Fall 11), die minimale 6 Proz. (Fall 14). In 
sieben Fallen, in denen auch der gesamtsiurelésliche Phosphor des Plasmas 
bestimmt wurde, finden wir durchweg Differenzen, die zwischen 0,15 und 
0,91 myz-Proz. schwanken: Nur in Fall 5, dem einzigen Diabetiker, den wir 
zu untersuchen Gelegenheit hatten, liegt die Differenz innerhalb der Fehler. 
grenze. Sehen wir von diesem Falle ab, so betragt die Differenz im Durch. 
schnitt 0,43 mg-Proz., ein Wert, der mit dem von Bloor angegebenen weit- 
gehende Ubereinstimmung zeigt. Die von ihm in sechs Fallen am Oxalat- 
plasma festgestellten Differenzen bewegen sich zwischen 0,16 und 
0,70 mg-Proz., im Durchschnitt 0,45. Wie beim Vollblut, scheint auch beim 
Plasma der Oxalatzusatz die Verteilung des Phosphors nicht zu_beein- 
flussen. Beim Vergleich zwischen Vollblut und Serum liegen die Verhaltnisse 
ahnlich (siehe Tabelle IT, Fall 1, 2, 4, 6 bis 15). Von den 13 Fallen ist der 
Gehalt des Serums an P in 11 héher als der im Vollblut, nur in zwei Fille: 
(Fall 2 und 5) ist der Phosphorwert des Serums dem im Vollblut gleich bzw 
innerhalb der Fehlergrenzen etwas niedriger. In neun Fallen wurde auc! 
der Wert fiir den gesamtsaureléslichen P im Serum bestimmt. Zweimal 
(Fall 12 und 14) fallt die Differenz in die Fehlergrenze, in den restlichen 
Fallen ergeben sich Abweichungen zwischen 0,17 und 1,34 mg-Proz., im 
Durchschnitt liegt der Wert um 0,51 mg-Proz. héher als der beim an- 
organischen P ermittelte. Den Vergleich des anorganischen P im Vollblut, 
Serum und Plasma haben wir in elf Fallen durchgefiibrt (Fall 4, 6, 7 bis 15). 
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In einem einzigen Falle (Fall 4) wurden simtliche Werte gleich gefunden. 
Viermal liegt der Plasmawert héher als der Serumwert (Fall 6, 7, 10 und 15), 
sechsmal (Fall 8, 9, 11 bis 14) findet sich das umgekehrte Verhaltnis. Von 
Fall 4 und 7 abgesehen, ist der Wert fiir das Vollblut durchweg am 
niedrigsten. Bei dem in fiinf Fallen durchgefiihrten Vergleich zwischen 
gesamtséureléslichem P im Serum und Plasma ergibt sich der Serumwert 
dreimal héher als der Wert fiir das Plasma, in zwei Fillen sind die Werte 
gleich bzw. liegt die Differenz innerhalb der Fehlergrenze. 

Besonderes Interesse beansprucht die Verteilung des anorganischen 
Phosphors auf Plasma und Kérperchen. Fiir vier Fille (Fall 3, 4, 6, 7) haben 
wir die Verteilung aus den Hamatokritwerten errechnet. Danach ent- 
fallen fiir 


Fall 3 vom anorg. P des Vollbluts = 3,87 auf Kérperchen 1,46 in Proz. 35,4 


, 4 °° ° P ’° ° = 3,16 Lh %? 1,27 ss ’? 40,2 
6 ” ” 4 ” ” = 3,75 ” ” 1,38 ” ” 36,8 
7 ” ” P ” ” = 3,51 ” ” 1,30 ” ” 37,3 


Die Schwankungen innerhalb dieser Werte sind auffallend gering; da wir 
an Nativplasma gearbeitet haben und die Verarbeitung raschestens durch- 
gefiihrt wurde, scheint uns ein Ubertritt von Phosphat aus dem Plasma 
in die Kérperchen unwahrscheinlich und wir méchten annehmen, daB 
unsere Zahlen den tatsichlichen Verhaltnissen in der Verteilung des an- 
organischen Phosphats auf Plasma und Kérperchen entsprechen. Macht 
so der anorganische P in den Eryt hrocyten rund 37,4 Proz. des anorganischen 
Pim Vollblut aus, so liegen die Verhaltnisse fiir den organisch gebundenen 
durchweg anders. Fast der gesamte organisch gebundene, sdurelésliche P 
ist inden K6rperchen enthalten, in Fall 6 wiirden auf die Kérperchen 21,28, 
auf das Plasma 0,17 mg-Proz., also nur 0,8 Proz. des organisch ge- 
bundenen P entfallen. Im Fall 7 148t sich im Plasma iiberhaupt kein 
organisch gebundener P nachweisen. Ia methodischer Hinsicht lehren die 
Zahlen der Tabelle noch die Uberlegenheit der Bestimmung der Phosphor- 
siure im Vollblut gegeniiber der Untersuchung des Serums. Das wechselnde 
Verhalten der Serurn- und Plasmawerte deutet darauf hin, daB waihrend 
der Gerinnung teils ‘Aufnahme, teils Abgabe von anorganischem Phosphat 
durch die Erythrocyten erfolgt. Die in der Mehrzah] der Fille héheren 
Werte des gesamtsaureléslichen P im Serum gegeniiber den analogen Plasma- 
werten sprechen iiberdies fiir einen Ubertritt organisch gebundener Phosphor- 
siure ins Serum. Da8 langeres Stehen des Serums in Kontakt mit dem 
Blutkuchen zu hohe Phosphorséurewerte liefert, wird auch von Tolstoi*) 
betont, der bei seinen vergleichenden Untersuchungen an Oxalatplasma 
und Serum die Werte fiir den organisch gebundenen P bald gleich, bald 
niedriger oder héher fand. 

Fiir die Bestimmung des gesamtsdureléslichen P kommt unseres 
Erachtens ausschlieBlich das Vollblut in Betracht. Auf die Bedeutung 
der Erythrocyten fiir den intermediiren Phosphatstoffwechsel ist bereits 
von Lawaczeck und Gyérgy hinreichend hingewiesen worden. Auch unsere 
Befunde, soweit sie die Verteilung betreffen, und die Ergebnisse unserer 
nachfolgenden Untersuchungen sprechen fiir eine hervorragende Rolle, 
welche den Erythrocyten zumindest beim Transport, vielleicht auch im 
Auf- und Abbau organischer Phosphorséureverbindungen zufillt. 


1) Journ. of biol. Chem. 55, 157, 1923. 
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Bei der Bestimmung der anorganischen Phosphorséure im Vol!hjut 
diirfen wir jedoch nicht eine oft sich unangenehm bemerkbar machende 
Abspaltung anorganischer Phosphorsiure aus organischen Komplexen 
vernachlassigen. Diese leicht abspaltbare Phosphorséure erwahnt bereits 
Bloor, und wir méchten die auffallend hohen Werte, die von ihm fiir dep 
anorganischen P der Kérperchen angegeben werden, auf eine solche Ab. 
spaltung zuriickfiihren. Auch Greenwald!) weist auf das Vorkommen 
dieser durch Séure leicht abspaltbaren Form hin. Wir machten diese 
Erfahrung zu Beginn unserer Untersuchung, als wir die von Embden und 
seiner Schule bevorzugte EnteiweiBung nach Schenck mit der Enteiweibung 
durch Trichloressigséure verglichen. Wir erhielten hier in einigen Fiillen 
tadellose Ubereinstimmung, wahrend dazwischen wieder betrachtliche 
Differenzen auftraten. Die Werte nach der Schenckschen Enteiweifung 
lagen anfangs durchweg héher. Um zu entscheiden, ob hier nicht eventuel| 
eine Absorption von Phosphorséure durch den Trichloressigsaéurenieder. 
schlag vorliege, haben wir an einem gréBeren Material die Werte des an- 
organischen Phosphors nach beiden EnteiweiBungsmethoden verglichen und 
gleichzeitig auch den gesamtsaureléslichen P bestimmt. Wahrend wir fiir 
den gesamtsaureléslichen P einwandfreie Ubereinstimmung erhielten, ergab 
sich in einer ganzen Reihe von Fillen eine wesentliche Differenz im an- 
organischen P, die teils zugunsten der Schenckschen, teils zugunsten der 
TrichloressigséureenteiweiBung ausfiel. Durchschnittlich waren die Wert: 
nach Schenck héher als die nach Trichloressigsiure erhaltenen. Wir be- 
gniigen uns mit der Wiedergabe der Extremfille. In 29 Fallen wurde 
sechsmal volle Ubereinstimmung erzielt. Der nach Schenck gefundene 
Wert war in 16 Fallen héher als der nach Trichloressigsiure gefundene, 
und zwar lag im extremsten Falle der Wert um 97 Proz. héher als der mit 
Trichloressigsiure ermittelte. In sieben Fallen war der nach Trichilor-. 
essigsiure festgestellte Wert héher, und zwar maximal um 30 Proz. Die 
Ausschlage betrugen bei den Fallen, in welchen die Verarbeitung nach Schenck 
héhere Werte ergab, im Mittel 38 Proz. Dort, wo umgekehrt die Trichlor- 
essigsiureenteiweiBung den héheren Wert lieferte, ergab sich ein Durch- 
schnitt von rund 17 Proz. Die Ergebnisse veranlaBten uns, die EnteiweifSung 
durch Trichloressigsiure b izubehalten. Eine nachtragliche Abspaltung 
von Phosphorsiure im Filtrat konnten wir bei keiner der EnteiweiBungs- 
methoden feststellen. Diese Erfahrungen lassen es auch verstehen, weshal! 
Benedict nach seiner direkten Methodik im Serum keinen organisch ge 
bundenen P nachweisen konnte, da bei dem von ihm vorgeschriebenen 
Erhitzen mit Saure die Abspaltung erfolgen muB. Diese Uberlegung war 
fiir uns der Grund, warum wir die sonst einfacheren direkten Methoden 
nicht in Anwendung brachten. DaB diese leicht abspaltbaren Formen der 
Phosphorséiure mit gewissen Phasen des Kohlehydratstoffwechsels i: 
Zusammenhang stehen, scheint uns auf Grund von Befunden, auf die wir 
in der folgenden Mitteilung zuriickkommen werden, sehr wahrscheinlich. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bestimmung des anorganischen und des gesamtsaureléslichen 
P nach der Tisdalischen Methodik, die auf kleinste Blutmengen zweck- 
maBig angewendet wurde, ergibt als Durchschnittswert bei 20 niichtern 


1) Journ, of biol. Chem. 68, 339 bis 349, 1925. 
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yntersuchten Gesunden fiir den anorganischen 3,91 mg-Proz., fiir den 
gesamtséureléslichen P 28,3 mg-Proz. Eine Konstanz der Phosphor- 
werte fiir das einzelne Individuum fiir verschiedene Zeiten besteht nicht. 

2. Vergleichende Untersuchungen am Vollblut, Nativplasma und 
Serum ergaben fiir das Vollblut durchschnittlich die niedrigsten Werte, 
lie fir das Serum erhaltenen Zahlen lagen in der Mehrzahl der Fille 
héher als die des Plasmas. Der Gehalt des Plasmas und Serums an 
organisch gebundenem, saureléslichem P ist in einzelnen Fallen gleich 
Null. In vier Fallen wurde aus den Hamatokritwerten die Verteilung 
der Phosphorsaurefraktionen auf Erythrocyten und Plasma bestimmt. 
Nach den weitgehend iibereinstimmenden Zahlen sind von der anorgani- 
schen Phosphorsaéure rund 37,4 Proz. in den Kérperchen, 62,6 Proz. 
m Plasma enthalten. Die organische saurelésliche Fraktion ist so gut 
wie ausschlieBlich in den Kérperchen enthalten. Den Erythrocyten 
diirfte zumindest beim Transport, eventuell auch beim Auf- und Abbau 
organischer Phosphorverbindungen eine hervorragende Bedeutung zu- 
kommen. 

3. Vergleichende Untersuchungen mit der EnteiweiBung nach 
Schenck und Trichloressigsiure ergaben Anhaltspunkte fiir das Vor- 
handensein einer auBerst labilen, bereits durch die Saurewirkung des 
EnteiweiBungsmittels spaltbaren, organischen Phosphorsdureverbin- 


dung. 


Biochemische Zeitschrift Band 177. 4 








Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


IV. Mitteilung: 
Blutzucker- und Phosphorsiurekurve. 2. Glucose, 


Von 
Hi. K. Barrenscheen, Friedrich Doleschall und Ludwig Popper. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1926.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


I, 


Die Umwilzung, welche das Insulin im Zuckerstoffwechsel des 
Diabetikers hervorruft, hat friihzeitig das Augenmerk auf das Verhalten 
auch der verschiedenen anorganischen Bestandteile des Blutes gelenkt. 
Die Bedeutung, welche man seit den Arbeiten von Embden, Hill und 
Meyerhof dem Phosphation im intermediaren Kohlehydratstoffwechsel 
zuschreibt, war zunaéchst auch von rein theoretischem Standpunkt aus 
Veranlassung, das Verhalten der Phosphorsiiure im Blut nach Insulin 
zu untersuchen. Eine solche Untersuchung lag um so mehr auf der 
Hand, als unsere theoretische Vorstellung der Phosphorylierung eine 
erhebliche Rolle im Auf- und Abbau der Kohlehydrate zuweist. Die 
erste Arbeit, welche sich ausfiihrlicher mit dieser Frage beschiiftigt, 
ist die von Harrop und Benedict"), welche auBer der Beeinflussung der 
Phosphorsiure im Serum durch Insulin auch die Phosphorsiure- 
ausscheidung durch den Harn beriicksichtigt. 

Ausgehend von der Erwagung, daB die Tatigkeit des Inselapparats 
durch Zufuhr von Kohlehydrat angeregt werde, untersuchten sie in drei 
Fallen auch den Einflu8 der Zuckerzufuhr auf die anorganische Phosphor- 
siure im Serum und fanden durchweg einen Abfall der Phosphorsaure- 
kurve, der jenseits des héchsten Punktes der Blutzuckerkurve sein Minimum 
erreicht. Den Einflu8 des Insulins auf die Phosphorsdéure bestatigten 


Staub, Giinther und Fréhlich*) an je einem Versuch am normalen Hunde 
und komatésem Diabetiker. Zu wesentlich gleichen Ergebnissen wie Harrop 
1) Journ. of bicl. Chem. 59, 683, 1924; Proc. soc. exper. Biol. and Med. 


20, 538, 1923. 
*) Klin. Wochenschr. Jahrg. 2, 1923, 8. 2337. 








des 
Iten 
nkt. 


und 


hse] 
aus 
ulin 
der 
eine 
Die 
tigt, 
der 
ure- 


rats 

drei 
yhor- 
jure- 
num 
gten 
unde 


Lrrop 


Med. 


H. K. Barrenscheen, F. Doleschall u. L. Popper: Blutzucker. IV. 51 


und Benedict gelangen auch Blatherwitk, Bell und Hill*) in ihren Versuchen 
bei gleichzeitiger Insulin- und Glucosegabe. Fiir das Kaninchen hatte 
iibrigens Wigglesworth, Woodrow, Winter und Smith*) einen Abfall des 
anorganischen Phosphors im Serum festgestellt, fiir den Hund hatteSalvesen*) 
ein Absinken des anorganischen Phosphats nach Glucosezufuhr nach- 
gewiesen. Auch die Arbeit von Bolliger und Hartman‘), welche an Hunden 
und in vereinzelten Versuchen am Menschen nach intravenéser Glucose- 
zufuhr untersuchten, bringt eine Bestaétigung von Harrop und Benedict. 


Wir haben diese Frage einer erneuten Bearbeitung auf breiterer 
experimenteller Basis unterzogen, weil wir fiir den Mechanismus der 
Blutzuckerkurve und die Frage des intermediiren Kohlehydratstoff- 
wechsels weitere Aufklirung erhofften. 


Il. Versuchsanordnung. 


Die Untersuchungen wurden mit der in der vorangehenden Arbeit 
angegebenen Technik am arteriellen Kapillarblut zum groBen Teile in 
Selbstversuchen durchgefiihrt. Die iibrigen Versuchspersonen waren — 
mit Ausnahme von einzelnen stoffwechselgesunden Patienten der ersten 
Hautklinik®) — durchweg gesunde und kraftige Arzte und Studenten des 
Laboratoriums im Alter von 21 bis 38 Jahren. Die Blutzuckerbestimmungen 
wurden nach der Methodik von Hagedorn und Jensen*) ausgefiihrt. Die 
Aufarbeitung des Versuchsmaterials erfolgte sofort. Die Glucosegaben haben 
wir der Gleichférmigkeit der Versuchsbedingungen wegen bei peroraler 
Darreichung fast ausschlieBlich so bemessen, da8 wir pro Kilogramm 
K6rpergewicht 1 g Glucose verabreichten. Die Glucose (wasserfreier reiner 
Traubenzucker Kahlbaum bzw. Schuchardt) wurde unmittelbar nach Er- 
mittlung des Niichternwertes in etwa 250 ccm Tee verabreicht. 


Ill. Perorale Glucosezufuhr. 


Wir verwerten hier zehn Fille, die sémtlich, mit Ausnahma von 
Versuch 7, 21 und 22 (s. Tabelle I) die ihrem Korpergewicht entprechende 
Menge Glucose erhielten. In weiteren zwei Versuchen wurde auch der 
EinfluB wiederholter Zuckergaben auf die Phosphorséurekurve untersucht. 

Gehen wir von dem in der zweiten Mitteilung dieser Reihe aufgestellten 
Prinzip der Einteilung der Blutzuckerkurve in zwei Typen aus, so stehen 
dem Assimilationstyp in seiner reinen Form zwei Fille nahe (Versuch 3 
und 28), den Resorptionstyp zeigen zwei Kurven (Versuch 8 und 38). Die 
iibrigen sind Mischformen, die teils den protrahierten Abfall, teils eine 
ausgesprochene zweite Resorptionszacke zeigen. Auf eine weitere Analyse 
der Blutzuckerkurven wollen wir hier nicht eingehen, verweisen nur auf 
die in fast allen Fallen festzustellende Hypoglykémie. Betrachten wir 
zundchst das Verhalten des anorganischen Phosphors, so finden wir hier 

1) Journ. of biol. Chem. 61, 241, 1924. 

*) Ebendaselbst 57, 447, 1922/23. 

8) Ebendaselbst 56, 443, 1923. 

*) Ebendaselbst 64, 91, 1925. 

5) Fiir die Uberlassung dieser Fille sind wir Herrn Dozent Dr. Planner 
zu Dank verpflichtet. 

*) Diese Zeitschr. 185, 54, 1923. 
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Name 
und Datum 


Pop. 
29, X. 1925 


Bar. 
9. IT. 1926 
Ber. 
24. XT. 1925 


Salt. 
4. V. 1926 


Frei. 
1, XIT. 1925 


Alb. 
28. I. 1926 


Leip. 
26, XI. 1925 | 


Dol. 
14, T. 1926 


Zucker cial 

Anorganischer Phosphor ; 
Gesamtsaurelésl. Phosphor 
Zucker . : 
Anorganischer Phosphor ‘ 


Gesamtsaurelésl. Phosphor 
Zucker , : 
Anorganischer Phosphor ‘ 
Gesamtsaurelésl. Phosphor 


| Zucker 


Anorganischer | Phosphor ; 
Gesamtsaurelésl. Phosphor 


| Zucker 


Anorganischer Phosphor : 
Gesamtsaurelésl. Phosphor 


| Zucker ‘ : 
Anorganischer Phosphor ” 


Gesamtsaurelésl. Phosphor 


| Zucker 


Anorganischer I Phosphor 
Gesamtsaurelésl, Phosphor 


| Zucker 


Anorganischer ] Phosphor . 


| Gesamtsaurelédsl. Phosphor 


Bar. 
23, XT. 1925 | 


Haus. 
29. I. 1926 


| Zucker 


Anorganischer Phosphor 
Gesamtséurelés], Phosphor 
Zucker ‘ 

Anorganischer Phosphor . 
Gesamtséurelésl. Phosphor 


127 
4,72 
25,3 
99 
3,53 


32,9 
96 
3,87 

23.8 
112 
3,54 

32.1 
99 
3,95 

28,6 
101 
4.56 

27.3 
102 
4,32 

30,2 
82 
4,78 

28,6 
9 
3,41 

33,3 
106 
3,77 

28,5 


0 


"Ae Si 


149 | 175 
5,49 4,46 
26,5 27,2 
155 | (174 
4,12 3,58") 


33,6 27,15) 
103 «118 
425 3,53 

246 256 
107 133 
3,98 3,23 

31,7 326 
154 | 126 
5,22 | 3,79 

26,1 26,1 
159 160 
5,28 3,48 

249 228 
156151 
6.45 4,35 

31,0 278 
111 | 135 
5,45 3,79 

25,9 286 
132 | 165 
4,00 | 3,64 

321 298 
139 186 
4,25 3,42 

253 243 


Tabelle Ia, 


45 


182 
3,90 

27,4 
166 
3,31 


24,1 
113 
3,58 

25.9 
137 
3,47 

34.5 
114 
2.98 

30,6 
154 
2.96 

25,1 
135 
3,64 

26,2 
120 
3,77 

23,1 
115 
3,33 

29.6 
167 
3,08 

319 


162 
3 


Or 


«0! 


143 


Versuche : 





Anorganischer Phosphor . 
Gesamtsaurelésl. Phosphor 





15 


3,02 


| 
121 | 
248 | 


a 
101 


3,37 
30,0 





Nr i Name 
. und Datum 


27 || Pop. 
| 4. 11. 1926 


Anorganischer 1 Phosphor . 
Gesamtsaurelésl. Phosphor 





141 
41 
26,7 


147 
4,0 
26,8 








=  eaaeatictemnabidatniag asaeasemnanaiedsenmieaiananedin Bemerkungen 
75 95 115 135 165 195 
162 
SM 7 101 90 77 107 112 70 g Glucose 
25.68 3.55 3,28 3,14 5,45 5,00 4,29 
oes 28,1 27,1 31,0 29,0 26,3 
2 gm 139 126 85. 62 75 77 
3.23 2,88 2) 2.79 2.69 2.865) 3,25 4) 80g Glucose. ') SchencksWert 3,33. 2) Schencke 
Wert 3,96. 3) Schenck» Wert 3,38. 4) Schencks 
22.9 Wert 4,09 
119Mel3 20,35) 20,7 29.5 29,15) 30,25) | 5) SchencksWerte identisch 
3.58 120 114 4 112 97 70 70g Glucose 
2008 345 3,55 2,98 3,16 3,76 3,78 
a 27,8 25,4 25,7 26,9 25,7 
3 129 125 — 1181) 117?) - 1) Nach 125 Min. 2) Nach 155 Min. 
30.99 332 3,05 _ 3,15 2.95 _- 65g Glucose 
ines 30,2 _ 30,0 27,4 _— 
21 110 129 116 86 81 86 60 g Glucose 
23.48 2.68 2,84 3,03 3,94 3,46 3,58 
os el? 23,1 23,4 28,8 25,2 24.0 
29 78 93 120 }25 83 88 100 g Glucose 
24.29 227 2,85 2,92 2,85 3,21 os 
noe 23,1 23,6 26,3 23,2 _ 
34) 104 *) 71 2) 89°) 104%) — 70 g Glucose. 1) Entnahme 5 Min. verspatet 
26 | 34 3.42 3.57 3.67 448 ane *) Entnahme 10 Min. verspiitet. 5) Ent- 
ne % 214 240 324 30'6 ae nahme 15 Min. verspitet 
30g 128 104 — 73 79 84 65g Glucose 
23.69 3.35 3,53 4,25 4,62 5,22 4.88 
i 26,1 32,2 37,5 32,6 30,0 
2.99% 103 90 110 100 95 —- 20 g Glucose 
2798331 2,93 4,14 4,60 3,92 _— 
| 25,0 24,7 33,3 35,1 ~- 
35g 3 117 126 113 83 9% 100 g Glucose 
os SHB 31 2.99 3,32 3,39 — 3,35 
o 29,1 30,0 28,0 ~- 25,5 
che 
ind 100g Glucose. 
Zett 
ufen 
45 wutpien a dane Bemerkungen 
) 8O 100 110 140 155 175 205 
lit 
3,53 07 128 112 130 109 110 104 | 20g Glucose, nach 65 Min. 
288 #70 83,25 3,03 3,33 3,53 2,83 3,35 | 3, 100 g Glucose 
(9 | 30,3 — 27,5 — 30,3 33,3 27,2 
Zeit _ 
uten 
o a — SSS eS 6 ee Bemerkungen 
95 110 125 140 170 | 200 | 230 260 
121 . | | 
Wl 182 164 144 129 121] 81 63 67 20 g Glucose, nach 60 Min. 
27.9 3,4 3,2 28 28 | 26 3,2 3,4 3,5 100 g Glucose 
9 300 247 | 264 | 23,1 | 213 ~- 19.9 26,1 
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regelmaéBig bei unserer ersten Entnahme nach der Glucosezufuhr einen 
Anstieg, der absolut zwischen 0,28 und 2,13 mg-Proz., in Prozenten des 
Ausgangswertes 10 bis 49 Proz. betrigt und somit weit iiber der Fehler- 
grenze der Methodik liegt. Diesem initialen Anstieg folgt nun ein allmahlicher 
Abfall, der entsprechend den Angaben der amerikanischen Autoren sein 
Minimum in allen Fallen betrichtlich nach dem héchsten Gipfel der Blut- 
zuckerkurve erreicht. In der Mehrzahl der Fille liegt dieses Minimum 
néher dem tiefsten Punkt der Blutzuckerkurve als ihrem Maximum (siehe 
Kurve 1 und 2). Der Ausgangswert wird in einigen Fallen innerhalb der 





18 
mg g 
160 


























90" 720" 150" 


Abb. 2 (Versuch 38). 
Blutzucker. Gesamtsaurelésl. P. 


von uns beobachteten Zeit wieder erreicht oder iiberschritten, in anderen 
Fallen bleibt die Kurve dauernd unterhalb des Ausgangspunktes. In 
einzelnen Kurven la8t sich deutlich eine Unterbrechung des Abfalls durch 
einen neuerlichen Anstieg feststellen. Ob wir es hier mit einem reellen 
Anstieg zu tun haben oder ob dieser Anstieg durch den in der vorigen 
Mitteilung erwahnten leicht abspaltbaren Phosphor bedingt ist, kénnen 
wir mit Sicherheit nicht entscheiden. Auf Grund vergleichender Unter- 
suchung zwischen der EnteiweiBung mit Trichloressigsiure und nach 
Schenck, die wir in mehreren Fallen im Verlauf einer solchen Untersuchungs- 
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reihe vorgenommen haben, méchten wir der letztgenannten Meinung den 
Vorzug geben. 


Die Kurve des gesamtséureléslichen Phosphors zeigt in ihrem Anfangs- 
teil ein wechselndes Verhalten. In einzelnen Fallen finden wir einen Anstieg, 
der manchmal dem im anorganischen Phosphor zutage tretenden entspricht, 
in anderen Fallen wieder diesen betrichtlich iibersteigt. Die Mehrzahl der 
Falle zeigt einen Abfall, der aber bald durch einen neuerlichen Anstieg 
unterbrochen wird. Fast ausnahmslos finden wir einen Anstieg gegen Ende 
der Kurve, der zeitlich mit dem tiefsten Abfall der Blutzuckerkurve zu- 
sammenfallt und vielfach den Gipfelpunkt dieser Kurve bedeutet. Dieser 
terminale Anstieg scheint uns das einzig Typische in unseren Kurven vor- 
zustellen, wahrend sonst sich gerade hier betrachtliche individuelle Schwan- 
kungen geltend machen. 


Versuchen wir jetzt, an Hand der Blutzucker- und Phosphorkurven 
eine Analyse des Mechanismus der alimentaéren Hyperglykamie und dadurch 
eine Erklarung fiir die intermediar sich abspielenden Umsetzungen im 
Zuckerstoffwechsel zu gewinnen. Bei einer solchen Analyse erweist sich 
das von uns fiir die Blutzuckerkurve gegebene Einteilungsprinzip auch fiir 
die Betrachtung der Phosphorséurekurve als éuGerst fruchtbar. Die auf- 
gestellten zwei Typen zeigen auch hinsichtlich des Ablaufs ihrer Phosphor- 
kurve deutliche Differenzen (s. Kurve 1 und 2); wahrend fiir den Assimilations- 
typ ein relativ rascher Abfall des anorganischen Phosphors, entsprechend 
dem Verlauf der Blutzuckerkurve, nachweisbar ist, zeigt der Resorptionstyp 
einen flachen, protrahierten Verlauf, der wieder vollkommen der Blut- 
zuckerkurve parallel geht. Ergeben sich so zeitliche Verschiebungen im 
Verlauf der Kurve, so bestehen auch deutlich quantitative Unterschiede, 
die primaire Steigerung des anorganischen Phosphors ist bei dem reinen 
Assimilationstyp héher, der absolute Abfall betrachtlicher als beim Re- 
sorptionstyp. Die Kurve fiir den gesamtsdureléslichen Phosphor lé6t in 
den Fallen des reinen Resorptionstypus die Steigerung zum SchluB voll- 
kommen vermissen. Die Mehrzahl unserer Fille sind Mischformen. 


In Kurve 1 sehen wir den Abfall des anorganischea Phosphors deutlich 
unterbrochen durch einen zweiten Anstieg. DeB8 in dieser Phase aus 
organischer Bindung leicht abspaltbarer Phosphor die Steigerung vortaéuscht, 
glauben wir aus den Werten schlieBen zu kénnen, die wir nach der Schenck- 
schen EnteiweiBung erhielten. Wahrend der 30 Minuten nach Beginn des 
Versuchs ermittelte Wert nach Schenck mit dem Trichloressigsiurewert 
identisch ist, steht einem Phosphorséurewert von 2,88 mg nach 95 Minuten 
ein Schenck-Wert von 3,46 entgegen. Dabei sind die Werte fiir den gesamt- 
siureléslichen Phosphor selbstverstandlich identisch (in beiden Fallen 
20,3 mg-Proz.). Den beiden letzten Werten der Kurve von 2,86 bzw. 
3,25 mg-Proz. entsprechen Werte von 3,38 bzw. 4,09, dies zu einer Zeit, 
in der der gesamtséureléliche Phosphor eia relatives Maximum erreicht. 
Wir sehen in der Differenz dieser Werte, die zu ganz bestimmten Zeiten auf- 
tritt, einen Beweis fiir unsere Auffassung von dem Zusammenhang dieser 
leicht abspaltbaren Form mit bestimmten Phasen des Kohlehydratstoff- 
wechsels. 


Gehen wir zur Anwendung dieser Befunde auf die Erklarung der Zucker- 
kurve und des Vorgangs der Zuckerassimilation iiber, so ergibt sich folgendes 
Bild: Dem ersten steilen Anstieg der Blutzuckerkurve, den wir als eine 
durch Reizwirkung bedingte Mobilisation von Kohlehydrat auffassen, geht 
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ein Anstieg der anorganischen Phosphorsaéure parallel. Ob hier eine E 

schwemmung von Phosphat aus dem Gewebe oder das Auftreten der leicht 
abspaltbaren organisch gebundenen Phosphorsaure vorliegt, laBt sich nicl 
ohne weiteres entscheiden. Fassen wir den ersten Anstieg der Blutzucke 
kurve als bedingt durch die Mobilisation von Glykogen auf, so lieBe sich «i 
vermehrte Phosphorséiure woh] zwanglos aus dieser Quelle erkliren. FF. 
wiirde dieser Befund im Sinne der von uns vertretenen Anschauung jibe 
die erste Ursache der alimentéren Hyperglykamie sprechen. Der weiter 
Verlauf der Kurve des anorganischen Phosphors deutet darauf hin, da{ 
anorganisches Phosphat wahrend der Kohlehydratassimilation von «i 

Geweben der Blutbahn entzogen wird. Der tiefste Punkt der Phosphorkurvye, 
der betrichtlich jenseits des Gipfels der Blutzuckerkurve liegt, dewtet 
vielleicht den Héhepunkt der Assimilation an. In der Kurve des gesamt- 
séureléslichen Phosphors wiirde der in einigen Fallen beobachtete Anstic¢ 
im AnschluB an die Glucosezufuhr ebenfalls im Sinne einer 


unmittelbar 
Mobilisation von Glykogen sprechen. Die im Verlauf der Kurve auf. 


tretenden Schwankungen sind vielleicht als Ausdruck des Transportes vo. 
Kohlehydrat-Phosphorséureverbindungen aufzufassen, ebenso die rege!. 
maBig zu beobachtende Steigerung am SchluB unserer Versuche, die be. 
zeichnenderweise mit der hypoglykémischen Phase der Blutzuckerkurv: 
zusammenfallt. Man kénnte in diesem gegenseitigen Verhalten ein Zeicher 
fiir die Assimilation durch das Gewebe erblicken, durch welche einmal! di: 
Hypoglykimie bedingt wird und die andererseits zu einer vermehrten Ab- 
gabe ussimilierten, vielleicht polymeren Kohlehydrats fiihrt. Fiir dies 
Ansicht spricht auch das Fehlen dieser Steigerung bzw. der Blutzucker- 
senkung in den ausgesprochenen Fallen des Resorptionstypus. Fiir unsere 
Auffassung lassen sich vielleicht auch die Angaben von Folin und Berglund 
iiber den Befund vermehrten Zuckers nach der Hydrolyse in den Kérperche: 
geltend machen, wahrend die Hydrolyse im Plasma nur geringe Ausscliliige 
ergibt. Es scheint uns aus allem dem die Bedeutung der Erythrocyten zu- 
mindest fiir den Transport der Kohlehydrate im Stoffwechsel, auf die wir 
bereits in.unserer vorhergehenden Mitteilung kurz hingewiesen haben 
eindringlich hervorzugehen: Erganzt sich so Blutzucker- und Phosphor. 
kurve zu einem einheitlichen Bilde fiir das Geschehen bei der Zucker- 
assimilation, so gibt uns die Betrachtung der Phosphorkurve iiber die sic! 
abspielenden intermediaéren Vorgiinge mehr AufschluB als die Blutzucker 
kurve allein. Ein Beispiel in diesem Sinne ist Kurve 3, bei welcher det 
anfaingliche Verlauf der Blutzuckerkurve scheinbar vollkommen norma 
ist, bei der jedoch der protrahierte Abfall der Phosphorkurve mehr im 
Sinne eines Resorptionstyps liegt als aus der Blutzuckerkurve abzulesen is! 
eine Auffassung, die durch das Fehlen des terminalen Anstiegs des gesamt- 
séureléslichen Phosphors gestiitzt wird. 

In einzelnen Fallen haben wir auch die Phosphorausscheidung in der 
wahrend des Versuche stiindlich entleerten Harnportionen verfolgt. Bereits 
Harrop und Benedict stellten in ihren Insulinversuchen einen Abfall cer 
Phosphorausscheidung im Harn fest. Dieselben Erfahrungen maclite: 
Blatherwick, Bell und Hill, allerdings nicht in allen ihren Fallen, vielme!: 
finden sie nach Insulin manchmal eine vermehrte Ausscheidung. Ebens' 
beobachteten Sokhey und Allan") bei Hunden nach Insulin und nach Glu- 
cose einen Abfall der Phosphorausscheidung im Harn. Zu gleichen Resultate: 















































1) Ref. Chem. Centralbl. 1925, IT, 2319. 
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kommen Kadie, Macleod und Noble'), welche bei Hunden neben der schon 
anderwarts festgestellten Relation der Blutzucker- und Phosphorkurve 
auch das Absinken der Phosphorséure im Harn beobachteten. 


mg a} 
780} 


160 


mg % 


wo 








Abb. 3 (Versuch 22). 


Blutzucker. -------- Anorg. P. Gesamtsaurelésl. P. 





In unseren Untersuchungen zeigt sich iiberall ein Absinken der Phosphor- 
saurewerte. 


Tabelle II. 


Phosphorausscheidung durch den Harn nach Glucosezufuhr. 





ese | en. | =22 =| Ret | Ree 
a 42k s2= 2% RRs aes oe 
——e ccm 35 . 35 rie : ie . ie - : Bemerxungen 
Ss 8.3 | B*F | S&S | SHS | ESS 
FAS  FRS oHKk | OS | oT | SPR 
ecm. . — 76 60 57 115 19 175 Nuchtern 
Oras o. 2 37.6 36,6 34.3 23.0 318 77.3 
ae 46 40 40 115 18 98 1. Stunde 
ee ares 7.8 22.5 9.9 19.4 23.6 31.3 
ice eo 47 60 90 90 19 65 2. Stunde 
mg . ' . 5.6 17,2 5.6 11,7 13.6 223 
ae 83 47 140 90 15 49 3. Stunde 
de, a Se 7, 24.9 14 22 6 4.0 21.9 
Gore «x 160 30 135 50 17 77 4. Stunde 
_ <> ae 14.5 41.6 3.8 40.5 3,1 318 


Die Periode der geringsten Ausscheidung fallt mit der Periode des 
Tiefstandes im Blute zusammen. In den Fallen, wo die Untersuchung 
lange genug fortgefiihrt wurde, zeigt sich spaéterhin eine kompensatorische 
Ausschwemmung der Phosphorsiure durch den Harn. Wir miissen in 


') Amer. journ. of physiol. 72, 614 bis 628, 1925. 
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dieser Hemmung der Phosphorausscheidung wahrend der Kohlehycrat. 
assimilation woh] einen Regulationsmechanismus erblicken, durch den 
dem Organismus das fiir diese Phase des Stoffwechsels so wichtige Phosphat. 
ion erhalten bleibt. 


Auf die Versuche, in denen 20 und 100g Glucose in Abstand von 
1 Stunde gegeben wurde, wollen wir nicht naher eingehen, da sie im 
wesentlichen nichts Neues bringen. Sie zeigen deutlich den Einflu8 cer 
zweiten Zuckergabe auf die Phosphorkurve, der sich in einem weiteren 
Abfall zu erkennen gibt. 


IV. Vergleich zwischen arteriellem Kapillarblut und Venenblut. 


Ein Vergleich zwischen gleichzeitig entnommenen Proben es 
arteriellen Kapillarblutes und des Venenblutes erschien uns um so mehr 
angezeigt, als durch die Untersuchungen von Foster!) bei alimentarer 
Hyperglykimie am Menschen, sowie durch die Tierversuche von Frank, 
Nothmann und Wagner*) bei intraarterieller Injektion von Insulin und 
gleichzeitiger Untersuchung des zuflieBenden arteriellen und abflieBenden 
vendésen Blutes die Bedeutung der Peripherie fiir die Kohlehydratassimilation 
sichergestellt ist. Wir bringen zu dieser Frage vier Versuche, bei denen die 
Entnahmen so vorgenommen wurden, da8 die Punktion der kaum ge. 
stauten Armvene zeitlich — mit Ausnahme von Versuch 37 — mit der 
Entnahme aus der Fingerbeere zusammenfiel. Wie Kurve 4 illustriert, 














Abb. 4 (Versuch 40). 


Oberes Kurvenpaar: Blutzucker. Arteriell. 
Mittleres Kurvenpaar: Anorg. P. — Arteriell. 
Unteres Kurvenpaar: Gesamtsaurelésl. P. Arteriell. 


sind die Niichternwerte in beiden Blutarten nur wenig voneinander different. 
Wahrend des ersten Anstiegs des Blutzuckers gehen beide Werte parallel. 
Die in einzelnen Kurven feststellbaren geringen Uberkreuzungen zwischen 
arteriellem und venésem Blutzuckerwert sind unschwer aus den zeitlichen 


1) Journ. of biol. Chem. 55, 303, 1923. 
2) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 110, 225, 1925. 
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Differenzen zu erkléren (Versuch 37) oder liegen innerhalb der Fehler. 
grenzen der Methodik (Versuch 43). Wéahrend die arterielle Kurve noc} 
ansteigt, beginnt in der Kurve des venésen Blutes — mit Ausnahme yo, 
Versuch 40 — bereits der Abfall. Die hier auftretenden Differenzen iiber- 
steigen die Fehlergrenzen der Methodik bei weitem. Der Blutzucker im 
venésen Blute sinkt immer schon auf den Ausgangswert oder darunter, 
wahrend der arterielle noch betrachtlich hoch liegt. Nimmt so die Diver. 
genz beider Kurven im Abfall der arteriellen Kurve zu, so kommt es 
weiterhin zu einer Konvergenz, die in drei Fallen zu einer Uberkreuzung 
der arteriellen und venésen Kurve fiibrt. Die Differenzen im auf 
steigenden Ast unserer Kurve sind durchweg nicht so groB, wie die von 
Foster gefundenen. 


Ganz charakteristisch ist die Kurve fiir den anorganischen Phosphor in 
beiden Blutarten. ‘Wahrend die Niichternwerte identisch sind oder nur um 
weniges auseinander liegen, sehen wir in den Fallen, wo wir den typischen, 
nach Glucosezufuhr auftretenden Anstieg beobachten kénnen, den an- 
organischen Phosphor im venésen Blute absinken. In Versuch 43 fehlt 
zwar dieser initiale Anstieg, hier sind wir bei dem rapiden Ansteigen offenbar 
zu spit gekommen, die Divergenz zwischen arteriellem und venésem Blut 
ist aber deutlich ausgepragt. Sie fehlt nur in Versuch 37, der unter unserem 
gesamten Material als einziger sofort einen Abfall des anorganischen 
Phosphors auch im arteriellen Blute aufweist. Durchschnittlich liegt im 
weiteren Verlauf die Kurve fiir den venésen anorganischen Phosphor unter 
der Kurve des arteriellen. Die ab und zu auftretenden Uberkreuzungen 
méchten wir als Ausdruck einer Abspaltung aus lockerer organischer Bindung 
ansehen, schon aus dem Grunde, weil sie regelm&éSig mit einer Steigerung 
des gesamtsaureléslichen Phosphors verbunden sind (s. besonders Fall 37). 
Fiir den gesamtséureléslichen Phosphor sind die Ausgangswerte ausnahms!os 
innerhalb der Fehlergrenzen identisch. Im weiteren Verlauf der Kurv: 
treten immer gréBere Unterschiede zwischen beiden Blutarten auf. Typisch 
scheint uns hier wieder die in der zweiten Halfte des Versuchs auftretende 
Erhebung des venésen, gesamtsaureléslichen Phosphors iiber den Wert im 
arteriellen Kapillarblut zu sein, die allerdings Fall 43 vermissen ]4Bt. Fiir 
den Mechanismus der Zuckerassimilation glauben wir aus unseren Kurven 
folgende Schliisse ziehen zu kénnen: Die im Anfang einsetzende Mobilisation 
des Zuckers und der Phosphorsdure fiihrt zunachst zu einer Adsorption der 
Phosphorsdure durch das Gewebe (Muskulatur): Anstieg im arteriellen, 
Abfall im venésen Blute. Dieser vorbereitenden Phase folgt nun die eigent- 
liche Assimilation, charakterisiert durch den rapiden Abfall des Zuckers 
im vendésen Blute, parallel zum Abfall der anorganischen Phosphorsaure. 
Schubweise wird gleichzeitig organisch gebundene Phosphorsdure aus dem 
Gewebe abgegeben. Dieser gesteigerte Transport erreicht seinen Héhepunkt 
zur Zeit des Tiefpunktes der arteriellen Zuckerkurve. Gleichzeitig setzt aber 
eine Zuckerabgabe aus dem Gewebe ein, der Blutzucker im vendésen Blut 
steigt an, die Blutzuckerkurven konvergieren oder iiberkreuzen sich. Man 
kénnte daran denken, da8B die Muskulatur den aus der Blutbahn ab- 
gefangenen kérperfremden Zucker nun unverandert der Leber zur Synthese 
iiberantwortet. Wahrscheinlicher scheint uns die Annahme, daB an Ort 
und Stelle nicht gebrauchter, bereits assimilierter Zucker, vielleicht in 
Form eines Phosphorsadureesters der Leber als dem hauptsaéchlichen Stape!- 
organ zugefiihrt wird. In diesem Sinne sprechen unsere Zahlen fiir den 
gesamtsaureléslichen Phosphor. AuBerdem auch die Untersuchungen von 
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Lundsgaard und Holbe!l') iiber die Einwirkung von Muskelgewebe und 
Insulin auf Glucose in vitro. 


V. Intravenése Glucosezufuhr, 


Von vornherein war zu erwarten, daB sich die Phosphorkurve nach 
intravendéser Zufuhr von der nach peroraler wesentlich unterscheiden 
miisse. Schon die in der ersten Mitteilung dieser Reihe*) erhobenen Befunde 
deckten ein prinzipiell verschiedenes Verhalten je nach dem Wege der Zufuhr 
des Zuckers auf. Beziiglich der Literatur verweisen wir auf die dort gegebene 
Zusammenstellung. 

Wir haben die Glucose in 50proz. Lésung méglichst rasch innerhalb 
von 3 bis 10 Minuten injiziert. Die Dosis betrug 60 ccm = 30g Glucose. 
Wir méchten hier bemerken, da8 wir in unseren letzten Fallen im Anschlu8 
an die Injektion Thrombosen feststellen muBten, und sehen uns also gendétigt, 
die in der ersten Mitteilung aufgestellte Behauptung von der Harmlosigkeit 
der Injektion so hochkonzentrierter Zuckerlésungen richtigzustellen 
Ubereinstimmend trat in allen Fallen im AnschluB an die Injektion starkes 
Hungergefiihl auf. Um sicher zu sein, daB die Verainderungen im Blute 
nicht durch eine eventuelle Verwasserung im AnschluB an die Injektion 
der hypertonischen Lésung vorgetéuscht werden, haben wir in der Mehrzahl 
der Versuche wiederholt im Laufe der Entnahmen Erythrocyten ( Buerkersche 
Methode) und Hamoglobin nach Sahli bestimmt. Die Werte anderten sich 
waihrend des Versuchs in keiner Weise, so daB wir eine Hydraimie aus- 
schlieBen kénnen. Nachstehend bringen wir das Protokoll von fiinf Ver- 
suchen (31, 33, 35, 41, 42). In zwei Fallen wurde an die Injektion im 
Abstand von 80 bzw. 120 Minuten eine p>rorale Gabe von Glucose 
entsprechend dem Kérpergewicht angeschlossen. 

Bei der Betrachtung der Blutzuckerkurve fallt vor allem das un- 
gemein rasche Verschwinden des Zuckers aus dem Blute auf. Mit Ausnahme 
von Versuch 35, in dem die Hyperglykamie durch 2 Stunden andauert, ist 
iiberall der Ausgangsweyt des Blutzuckers nach langstens 1 Stunde erreicht, 
Dieses rasche Verschwinden nach Uberschwem nung mit relativ so enormen 
Zuckermengen wird besonders imposant, wenn wir die Versuche 31, 41 und 42 
beobachten. In Versuch 42 finden wir z. B. 5 Minuten nach Beendigung 
der Injektion einen Blutzucker von 388 mg-Proz. Veranschlagen wir die 
Blutmenge der Versuchsperson mit etwa 5 Litern, so zeigt sich, daB von den 
injizierten 30g nach dieser Zeit rund 50 Proz. bereits die Blutbahn ver- 
lassen haben. Dabei kann die Ausscheidung durch den Harn nur eine 
untergeordnete Rolle spielen, denn der unmittelbar nach dieser Blut- 
entnahme entleerte Harn zeigte nur eine Zuckermenge von 2,1 g. Ahnliche 
Verhaltnisse finden wir im Fall 31, bei dem der Blutzucker 10 Minuten 
nach der Injektion nur mehr 238 mg-Proz. betrigt, wihrend die gleich- 
zeitig entleerte Harnportion 3,33 g Zucker enthielt. Dieses enorm rasche 
Verschwinden des Zuckers war bereits Bang aufgefallen, der sich in seinen 
Tierversuchen vergebens bemiihte, den Verbleib dieses verschwundenen 


1) C. r. de la soc. de biol. 92, 115 bis 116; Journ. of biol. Chem. 62, 
453 bis 469, 1924/25; vel. dagegen die negativen Ergebnisse von Barbour. 
(Journ. of biol. Chem. 67, 23, 1926) und Paw (ebendaselbst, 68, 425, 1926). 
2) Diese Zeitschr. 167, 77, 1926. 
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Zuckers restlos aufzuklaren. Hervorzuheben ware noch, da8 mit Ausnahme 
von Versuch 41 eine nennenswerte Hypoglykamie nach der Injektion nicht 
festzustellen war. 

Das Verhalten des anorganischen Phosphors zeigt in allen Fallen 
gegeniiber der Kurve nach peroraler Zufuhr deutliche Abweichungen. Die 
fiir letztere so charakteristische initiale Steigerung fehlt vollkommen. Der 


Tabelle IV. 
Versuch 31, 27. Februar. A. Sp., 21 Jahre, Elektriker, Uleus molle. 





Blut Harn 


Gesamt- 
Anorgas - Anorga- Bemerkungen 
Zucker nischer | , Selicher Menge Zucker nischer 

Phosphor Phosphor | ccm Phosphor 





91 2,66 23,3 — —_— — Niichternwert 


— wont an aon — Inj. 30 g Glucose, 
intravenés 


228 370 (0.9Proz. 39,3 || Ham von 6h30’ 
= 33g|= 14,75mg,| Dis %10 
pro Stde. 
25,6 oon = 
25,5 x ses 


23,2 / o— a 
(0,5 Proz. 9,95 mg 
|= 04g 


ass 


9 
9 
10 
10 
0 
0 


gS 


Spur 4,08 mg 


a 
_—— © 
RAR 


Tabelle V. 
Versuch 33. 9. Marz 1926. 4. J., 30 Jahre, Naherin, Acne —. 








i 
| Anorg rga- ——— Anorgas | Bemerkungen 
Zucker! nischer léslicher | Menge Zucker nischer 
Ph . Phosphor | ccm Phosphor 


99 | 3,02 24.5 — —_ Niichternwert 
: : throcyten 
940000. Hb. 87 

sie = _ 3 g Glucose i. v 

223 | 2,68 | 23,3 

2,25 23,2 | ’ytan 000. t 
; 25,2 
104, 2,12 | 186 
106 | 2,67 | 20,6 
104 2,36 | 208 


Hb. 85 
I ene 
900000. Hb. 88 


100 | 2,44 | 25,7 
| | — | 339 


o~wrm oo ow 
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Tabelle VI. 
Versuch 35, 18. Marz 1926. HmmaS., 28 Jahre, Private, Ecthyma. 
Blut Harm : 
Gesamt- Anorgas 
Zeit A , Bemerk 
- Zucker oe léslicher Menge Zucker Phocghor ities 
| Phosphor Phosphor!| ccm =~ 
gh00’ 136 = 3,20 23,0 —- — — Nichternwert 
9 10 —9b15’ — = — oom ome —_ Ae i. v. 
95 4 ucyt 
9 25 323 2,50 216 — _- — 4060000 “Hb 92 
9 50 _ —_ _— 122 4,3 Proz. | 20,6 Menge von 7h30’ 
= 525g bis 9h50’ 
9 55 224 2.12 22.6 _ =— — Erythrocyten 
10 05 205 «2,13 | 226 | — _ = 4980000. Hb 92 
10 20 188 2,51 20,9 oa — am. | 
10 35 164 2,50 21.9 — — _ Erythrocyten : 
10 50 —_— | = io 26 | 26 Proz. 9,96 4920000. Hb 92 
= 058g 
10 55 142 | 3% | 234 | — = = 
11 15 118 2,12 18,4 — — — 
1] 35 98 1,90 19,5 — — _ Erythrocyten 
ll 50 — _ om 12 Spur 2.45 4930000. Hb 93 
Tabelle VII. 
Versuch 41, 28. Mai 1926. Robert B., 22 Jahre, Mediziner, 
‘, Blut Harn 
To: Gesamt- Anorgas 
Zeit A * ; | ‘ Bemerkung 
5 Zucker slodier léalicher Menge| Zucker * ne 
Phosphor! phosphor ae me 
8h05’ | 122 2,67 25,3 —_ -- — Nichternwert 
8 15—8b18') — — —_— — — — 3g Glucose i. v. 
8 20 — — -— 52 —- 23,2 Menge von 7h20’ 
8 25 290 2,67 23,5 —- _ — bis 8h20’ 
8 40 172 | 2,30 23,9 -— —_— — 
8 55 103 2,23 24,8 — — — 
9 10 84 22 | 58 | — om sie 
9 20 == — —- 51 2.8 Proz. 15,6 
- 14g 
9 25 77 | 2,72 25,3 ~- — 
9 55 1 | Se 8 on se 
10 20 — —_- |i—_— 48 0 8,8 
10 25 | 96| 216 | 239  — Rus in 
10 30 “— —_ i — — —_ —_— 70 g Glucose 
10 45 i 120| 213 | 29 | — a aie per os 
ll 00 | 1385 | 226 | 212 — — — 
ll 15 154 | 225 | 21,2 — _ 
ll 20 _ —_ | — 40 0 15,6 
ll 30 | 145 2.41 22,3 -— — — 
12 00 145 239 | 220 — _ ~ 
12 20 | — — — 58 0 20,9 
12 30 | 139 | 212 23.5 _ — 
13 00 |} 97) 210 | 22) _ — _ 
13 20 — — a 152 0 17,4 











H. K. Barrenscheen, F. Doleschall u. L. Popper: 


Tabelle VIII. 
Versuch 42, 8. Juni 1926. Ludwig P., 22 Jahre, Mediziner. 





Blut 


Anorgas Gesamt: ~~ Bemerkunger 


Zucker nischer téshicher ' Menge Zucker Phosphor 
Phosphor Phosphor! cem mg 


8h23’ 102. 33,36 33,5 — Niichternwert 
8 25-8 28’ — — — 30g Glucose i. y 
388 §=—- 33,36 26,6 


210 357 30,6 
143 3,57 31,7 
103 3.26 032) 
90 3,03 30,7 
9 300 344 
ame _— — _ 70 g Glucose 
133 3,31 25,8 - ss 
169 3,03 27,9 
35 145 3,17 27;4 
50 120. =—3,03 28.5 
05 113. 2,86 27,3 
20 280 2811 
30 — —_ 


50 2.94 28,6 
an =, 2,94 26,8 
12 50 — — 


Abfall erfolgt im allgemeinen rascher, die Kurve halt sich langer auf einen 
tiefen Niveau und strebt einer langsam abfallenden Geraden zu. So wird 
im Versuch 35 der tiefste Abfall erst nach 140 Minuten mit AbschluB ces 
Versuchs erreicht. In dieserh Verhalten zeigt die Kurve nach intravenéser 
Zufuhr Ahnlichkeit mit dem bei Versuch 37 und 38— rein resorptive Typen 
festgestellten Verlauf. Diese Analogie erscheint uns mit Riicksicht 
unsere theoretischen Vorstellungen nicht ohne Bedeutung zu sein. Wenig 
Charakteristisches bietet die Kurve des gesamtséureléslichen Phosphors 
Von der nach peroraler Zufuhr beobachteten Steigerung l4Bt sich hier 
nichts feststellen. Hervorheben méchten wir nur, da8 wir nach perorale 
Zufuhr niemals ein derartiges Absinken beobachten konnten wie in dieser 
Versuchsanordnung. Auch hier bestehen weitgehende Analogien mit der 
Fallen des reinen Resorptionstyps (s. Versuch 37 und 38). Die Umgehung 
des Zentralorgans scheint die Assimilation zu verzégern. Auf das bewunderns- 
wert rasche Abfangen des kérperfremden Zuckers setzt die Assimilation 
in relativ langsamem Tempo ein. 

Besonderes Interesse verdienen die Fille, in denen wir der intravendésen 
Injektion eine perorale Zuckergabe nachfolgen lieBen. Der EinfluS cer 
zweiten Zuckergabe auf den Blutzucker éuBert sich in einem relativ hohen 
Anstieg, dem ein protrahierter Abfall folgt, der im Versuch 42 entgegen 
dem sonstigen Verhalten der Versuchsperson von einer deutlichen zweiten 
Zacke gefolgt ist. In der Kurve des anorganischen Phosphors kommt die 
perorale Zuckergabe kaum zum Ausdruck, im Gegensatz zu Versuch 25 
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ind 27, wo bei Zufuhr von 20 und 100g Glucose in Abstanden von einer 
Stunde per os die neuerliche Zuckerzufuhr mit einem weiteren Abfall 
peantwortet wird. Auch der gesamtsdurelésliche Phosphor wird durch 
lie der intravenésen Injektion folgende perorale Zuckergabe nicht in dem 
uns sonst gewohnten Sinne beeinfluBt. Dieses eigenartige Verhalten der 
Blutzucker- und Phosphorkurven méchten wir so erklaren, daB durch die 
intravenédse Injektion so groBer Zuckermengen die Assimilationsorte ge- 
wissermaBen blockiert sind und durch diese Blockade der Typus des ganzen 
Ablaufs verschoben wird. 

Die Ausscheidung der Phosphorséure durch den Harn zeigt in den 
hier untersuchten Fallen das gleiche Verhalten, das wir nach peroraler 
Zufuhr kennengelernt haben. Die stiindliche Ausscheidung fallt auf oft 
minimale Werte, der Organismus spart sein Phosphat ein. Auffallend ist 
die Tatsache, daB im Versuch 41 auf die perorale Zufuhr eine vermehrte 
Ausschwemmung von Phosphat erfolgt. Die unmittelbare Wirkung der 
peroralen Zufuhr auf den Phosphatstoffwechsel kommt durch die voran- 
gegangene intravendése Injektion nicht zur Entfaltung, die sonst beob- 
achtete Phosphatretention fehlt. 


Unser Dank gebiihrt allen Kollegen, die sich uns zu den Versuchen 
zr Verfiigung gestellt haben, ganz besonders aber Herrn Robert Berger, 
der uns bei der Ausfiihrung dieser und der folgenden Arbeiten weitgehend 
unterstiitzt hat. 


Zusammenfassung. 


1. Nach peroraler Glucosezufuhr zeigt die Kurve des anorganischen 
Phosphors regelmaBig in der ersten Viertelstunde nach der Zuckergabe 
einen Anstieg. Der darauf folgende Abfall erreicht seinen tiefsten 
Punkt zu einer Zeit, in der die Blutzuckerkurve ihren Héhepunkt 
lingst tiberschritten hat. An der Kurve des gesamtsiureléslichen 
Phosphors ist ein Anstieg gegen Ende des Versuchs, der mit dem tiefsten 
Punkt der Blutzuckerkurve zeitlich'zusammenfillt, typisch. In Uber- 
einstimmung mit dem Assimilations- und Resorptionst yp der Blutzucker- 
kurve 14Bt sich auch fiir die Phosphorkurve ein entsprechender Verlauf 
feststellen. 

2. Nach peroraler Glucosezufuhr sinken die Werte fiir die Phosphor- 
siureausscheidung im Harn ab. Der verminderten Ausscheidung folgt 
eine vermehrte Ausschwemmung. 

3. Der Vergleich zwischen venésem und arteriellem (Kapillar-) Blut 
ergibt wihrend des Anstiegs der Blutzuckerkurve weitgehenden 
Parallelismus beider Werte. Der Abfal] setzt beim venésen Blut friiber 
ein als beim arteriellen und ist weit betrachtlicher. Im weiteren Verlauf 
steigt der Zucker des venésen Blutes an, es kommt zu einer Uber- 
kreuzung beider Kurven. In den Werten fiir den anorganischen Phosphor 
lat das venése Blut den initialen Anstieg vermissen. Gegen Ende des 
Versuchs ist ein starkerer Anstieg des gesamtsaurelislichen Phosphors 
im vendsen Blute gegeniiber dem arteriellen bemerkenswert. 

Biochemische Zeitschrift Band 177 5 
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4. Betrachtliche Mengen (30g) intravenés injizierter Ghicos 
verschwinden sehr schnell aus der Blutbahn. Nach 1 Stunde ist ce; 
Ausgangswert des Blutzuckers meist erreicht. Eine nennenswert 
Hypoglykamie ist kaum festzustellen. Die Kurve fiir den anorganischey 
Phosphor fallt ohne initialen Anstieg ab und bleibt langere Zeic au 
niedrigem Niveau. Der gesamtsiurelésliche Phosphor zeigt auffallen 
tiefe Werte. Die Kurven sind denen des Resorptionstypus ahnlich 
Die Phosphorsiureausscheidung im Harn sinkt, analog dem nac! 
peroraler Zufuhr beobachteten Verhalten, betrachtlich ab. 

5. Die der peroralen Glucosezufuhr vorangehende intravenisx 
Glucoseinjektion verschiebt den Charakter des Ablaufs der Blutzucker- 
und Phosphorsiurekurven im Sinne des Resorptionstypus. 
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Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


V. Mitteilung: 
Blutzucker- und Phosphorsiurekurve. 3. Fructose und Galaktose. 


Von 
Il. K. Barrenseheen, Friedrich Doleschall und Ludwig Popper. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I, 

In der vorangehenden Mitteilung haben wir der Uberzeugung 
Ausdruck gegeben, daB das Studium der Phosphorsaiurekurve uns iiber 
den Vorgang der Assimilation mehr AufschluB zu geben imstande sei, 
als die Blutzuckerkurve allein. War diese Auffassung richtig, so muBten 
sich Differenzen ganz besonders bei der Untersuchung anderer Zucker- 
arten als der dem Organismus adaiquaten Glucose ergeben. Wir haben 
fiir unsere Untersuchungen die Fructose und Galaktose gewahlt, da 
gerade diese Zucker auch von der Klinik zur Beurteilung der Kohlen- 
hydratassimilation eingehende Beriicksichtigung gefunden haben. Beide 


Zuckerarten sind zwar vorwiegend auf ihre Ausscheidung durch den 


Harn gepriift worden, die Beeinflussung des Blutzuckers hat bisher 
relativ wenig Beachtung gefunden. Fiir die Wahl der Fructose waren 
uns noch andere Gesichtspunkte mehr theoretischer Natur maBbgebend. 


Il. 
Fructose. 


Die Blutzuckerkurve nach Fructosezufuhr ist in neuerer Zeit von 
einer Reihe von Autoren untersucht worden [Jsaac'), Mac Lean und 
de Wesselow*), Spence und Breit*), Kahler und Machold*), Folin und 


1) Med. Klinik 1920, 8. 1211. 

*) Quart. Journ. of Med. 14, 103 bis 119, 1921. 
3) Lancet 1921, S. 1362. 

*) Wien. klin. Wochenschr. 1922, Nr. 18. 


5* 
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Berglund), Foster®), Bodansky*)}, Ubereinstimmend wird angegeben, 
da die alimentére Hyperglykimie nach Fructose hinter der nach 
iquivalenten Mengen Glucose zu beobachtenden wesentlich zuriickbleibt. 
Dal trotzdem Fructose im Blute kreist, dafiir spricht einmal die nach 
groberen Gaben beobachtete Ausscheidung durch den Harn, dann aber 
auch die Untersuchung von Isaac iiber die Partialkonzentration beider 
Zucker im Blut. Wir haben mit der von uns beschriebenen Versuchs- 
anordnung acht Versuche ausgefiihrt, deren Ergebnisse vollkommen 
gleichsinnig ausgefallen sind. Wir geben in Tabelle 1 vier davon aus- 
fiihrlicher wieder. 


Ubereinstimmend zeigt in allen Fallen die Blutzuckerkurve einen 
auffallend flachen Verlauf, der namentlich in die Augen springt, wenn wir 
die in der vorangehenden Arbeit angefiihrten Blutzuckerkurven bei den 
gleichen Versuchspersonen und der aquivalenten Menge Glucose betrachten. 
In erster Linie fehlt der fiir die Glucose so charakteristische rasche Anstieg. 
In ihrem Anfangsteil gleicht die Kurve vollkommen dem bei der Glucose 
als rein resorptivem Typ beschriebenen, doch ist der Gipfelpunkt meist 
schon nach 30 Minuten erreicht. Auch im Abfall zur Norm zeigt sich, wenn 
wir von Versuch 29, in dem 100g Fructose gegeben wurden, absehen, 
keine wesentliche Differenz gegeniiber der Glucose. Die nachfolgende 
Hypoglykamie ist jedoch in allen Fallen geringer als die bei Glucose beob- 
achtete. Man kénnte dieses abweichende Verhalten der Fructosekurve mit 
der schlechteren Resorption dieses Zuckers zu erkliren versuchen. Und 
tatsichlich hat man auch diese geringere Resorptionsfahigkeit fiiy Fructose 
zur Erklarung ihrer besseren Ausnutzung durch den Diabetiker heran- 
gezogen. Im Sinne einer solchen Erklaérung wiirden auch die Befunde von 
Cori*) sprechen, nach denen der Absorptionskoeffizient der Fructose be- 
trichtlich unter dem der Glucose liegt. Da®B diese Auffassung nicht voll 
berechtigt ist und daB fiir das Verhalten der Fructose auch andere Griinde 
mit herangezogen werden miissen, geht eindeutig aus unseren Kurven 
der anorgenischen Phosphorsaure, hervor. Wir sehen hier in allen Fallen 
nach der — nur in Versuch 19 vermiBten — initialen Steigerung die Kurve 
iuBerst rasch und auf tiefe Werte absinken. Dieser Abfall ist bei einigen 
Versuchspersonen sogar betrichtlicher als der nach Glucose auftretende. 
Wihrend bei dieser gegen Ende unserer Versuchszeit die Phosphorwerte 
schon ansteigen und den Ausgangswert vielfach erreichen, finden wir in 
den Fructoseversuchen den Ausgangswert meist nicht erreicht. Die Kurve 
bleibt dauernd auf niedrigem Niveau, woh] ein Zeichen fiir die fortdauernde 
Resorption und Assimilation. Die Zahlen fiir den gesamtsdureléslichen 
Phosphor bieten nichts Charakteristisches, die der Glucose eigene Steigerung 
am SchluB des Versuchs fehlt oder ist nur wenig ausgesprochen. (Siehe 
Abb. 1.) 

Fiir die Frage der Assimilation der Fructose glauben wir aus unseren 
Kurven folgendes ablesen zu kénnen. Auffallig ist zundchst die starke 
Diskrepanz zwischen Blutzucker- und Phosphorsdurekurve. Wahrend in 


1) Journ. of biol. Chem. 51, 213, 1922. 
2) Ebendaselbst 55, 291, 1923. 
8) Ebendaselbst 56, 287, 1923. 
*) Journ. of biol. Chem. 66, 691, 1925. 
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der Blutzuckerkurve die Reizwirkung des zugefiihrten Zuckers kaum 2. 
Ausdruck kommt, zeigt sich diese in der Kurve des anorganischen Phos}):or. 
sehr deutlich. Dem mehr resorptiven Typ der Blutzuckerkurve steht ei) 
ausgesprochener Assimilationstyp der Phosphorkurve gegeniiber. Ma) 
kénnte dieses gegensitzliche Verhalten so deuten, daB die Leber nac} 
anfinglicher Durchbrechung ihrer Sperre die zustrémende Fructose mit 


140 





r= 











— s. 
90" 720" 150° 180" 
Abb. 1 (Versuch 23). 
Gesamtsaurelésl. P. 


groBer Energie zuriickhalt und assimiliert. Fiir die zentrale Rolle, welch 
die Leber bei der Assimilation der Fructose spielt, liegen eine ganze Reilx 
experimenteller und klinischer Angaben vor'). Wir glauben, daB auc! 
unsere Kurven in diesem Sinne aufzufassen sind. Neben der Phosphor 
kurve spricht dafiir auch die geringe Hypoglykamie, an deren Zustance- 
kommen, wie unsere Untersuchungen am arteriellen und vendsen Blut: 
zeigen, in erster Linie die Peripherie beteiligt zu sein scheint. Wir méchter 
aber aus unseren Ergebnissen mit aller Vorsicht noch einen weitergehende: 
SchluB ziehen. Bereits Pringsheim*) hat rein theoretisch darauf hingewiesen, 
daB die hypothetische, kérpereigene y-Glucose strukturell der d-Fructos« 
nahestehen diirfte. Unsere Versuchsergebnisse scheinen im Sinne det 
Pringsheimschen Auffassung zu sprechen. Fassen wir die Phosphorylierung 
als den ersten Schritt zur Assimilation auf, von dem der Weg zur Synthes: 
oder Verbrennung fiihrt, dann kénnte man annehmen, daB8B dieser Vorgang 
der Veresterung mit Phosphorsaure fiir die Fructose in der Leber besonders 
leicht und rasch vonstatten geht, daB somit die Fructose dem kérpereigenen 
Zucker durch ihre Struktur naher verwandt ist als die gewdéhnlicl 
a-8-Glucose. 

DaB fiir die Assimilation der Fructose der Peripherie nicht die Bedeutung 
wie fiir die Verwertung der Glucose zukommt, geht aus unseren Harn- 
untersuchungen hervor, aus denen sich schlieBen ]4Bt, daB, auch bei Beriick- 
sichtigung der Isaacschen Befunde, die Peripherie den relativ geringen 


1) Vgl. dazu die Literaturzusammenstellung in der Arbeit des eine! 
von uns (Barrenscheen), diese Zeitschr. 127, 222, 1922. 
®) Diese Zeitschr. 156, 109, 1925. 
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Mengen resorbierter Fructose gegeniiber nicht iiber den gleichen Regulations- 
mechanismus verfiigt, wie bei viel betrachtlicheren Mengen Glucose, und 
a8 es so zur Ausscheidung durch die Niere kommt. Auf die Phosphor- 
sjureausscheidung durch den Harn wirkt Fructose in gleicher Weise wie 
Glucose. Die Ausscheidung sinkt wibrend des Versuchs stiindlich in dem 
gieichen MaBe wie nach Glucose. Auch hier sehen wir, daB diese geringere 
Ausscheidung nicht durch eine Verminderung der Harnmenge vorgetauscht 
wird (s. Tabelle IT). 








Tabelle II. 
Phosphorausscheidung durch den Harn nach Fructosezufuhr. 

Harnmenge in ccm Versuch 19 Versuch 23 Versuch 29 

Zucker || vom 18. I. 1926 vom 30. I. 1926 vom 11.11.1926 Bemerkungen 

P im mg Frey. Og Berg. 70g Alb. 100g 
a «wee p 35 41 25 Nichtern 
Zucker... . 0 0 0 Stundepwert 
a+ my 8S 29,5 29.3 40,9 
COM . 2 6 « « 35 50 15 1, Stunde 
Zucker... . 0 0 Spur 
eee 18,9 30,3 29,8 
ccm aes ie 25 68 17 2. Stunde 
Zucker... . Spur 0 112 mg 
rn 6,0 8,4 15,6 
ae: S <-e » 45 43 20 3. Stunde 
ee 0 0 0 
oe ee 10,7 6,9 9,8 
ee ae ee —_ 52 — 4. Stunde 
a — 0 — 
MR. 2+ «© © « « —_ | 10,9 _ 

Ill. 
Galaktose. 


Wahrend iiber die Blutzuckerkurve nach Fructose eine vollkommen 
einheitliche Auffassung besteht, sind die fiir Galaktose angegebenen Befunde 
widersprechend. Bang") bringt i» seiner Monographie Versuche von Leire 
am Menschen, sowie vier Kaninchenversuche, aus denen eine relativ be- 
trachtliche Steigerung auch nach geringen Mengen Galaktose hervor.- 
geht. Mac Lean und de Wesselow finden die Galaktosekurve ahnlich der 
Glucosekurve, von Folin und Berglund wird dagegen ein nennenswerter 
Einflu8 der Galaktose geleugnet und das Fehlen des Anstiegs durch die 
rasche Absorption durch das Gewebe gedeutet. Gleichfalls zu negativen 
Schliissen kommen Kahler und Machold, die freilich nur in einem einzigen 
Normalfall die Blutzuckerbestimmung in kiirzeren Intervallen vorgenommen 
haben und eine Steigerung von 120 auf 140 mg-Proz. feststellen, die sich 
durch langere Zeit auf dieser Héhe halt, ohne jedoch von den Autoren als 
Hyperglykimie gewertet zu werden. Foster wieder findet nach Galaktose 
(200 g!) eine Hyperglykamie, die an Héhe und Dauer die nach der gleichen 
Glucosemenge erzielte bei weitem iibertritt. Zu gleichen Ergebnissen 
kommt Bodansky in seinen Tierversuchen. Wir bringen zu dieser Frage 
aus unserem Material fiinf Versuche, in denen nur in einem (Versuch 26) 


') Blutzucker, Wiesbaden, Bergmann 1912. 
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die dem Kérpergewicht entsprechende Menge Galaktose gereicht wurde; 
in den anderen Fallen haben wir einheitlich 40g gegeben (wasserfreies, 
reinstes Mercksches Priparat). 

Bei den Blutzuckerkurven kénnen wir zunichst zwei Typen unter- 
scheiden. Der eine Typus (s. Versuch 15 und 25) zeigt einen minimalen 
Anstieg, dem ein langsamer Abfall auf die Norm und anschlieBend eine 
geringe Hypoglykamie folgt. Der zweite Typus zeigt weitgehende Uber- 
einstimmung mit der Kurve des resorptiven Typs, wie wir ihn bei der 
Glucose aufgestellt haben. Der Anstieg ist protrahiert, erreicht relativ 
spit sein Maximum, der Ausgangswert wird, wenn wir in den Fallen mit 
40 g die relativ geringe Zuckermenge in Betracht ziehen, verspitet erreicht. 
Ein Zusammenhang dieser Typen mit gewissen konstitutionellen Ab- 
weichungen kénnen wir nicht behaupten. Gerade die Fille, welche die 
Hyperglykaimie ausgepragt zeigen, reprasentieren den Normaltyp und 
zeigen auch im Ablauf ihrer Glucose- und Fructosekurve durchaus regel- 
rechtes Verhalten (s. Versuche 3, 28, 18 in der vorangehenden Arbeit und 
Tabelle I dieser Arbeit, Versuch 6). Ob hier eine besonders giinstige und 
rasche Resorption mit an dem Typus der Blutzuckerkurve beteiligt ist, 
ware unseres Erachtens zu erwigen. Dafiir spricche, daB die Fille mit 
flacher Kurve relativ wenig oder gar keine Galaktose ausscheiden, waihrend 
die Ausscheidung in den anderen zwischen 1,1 und 3,4g der zugefiihrten 
Galaktose betragt (s. Tabelle IIT). 

Die Kurve des anorganischen Phosphors zeigt gegeniiber dem bei der 
Glucose und Fructose beobachteten Verhalten weitgehende Abweichungen. 
In einem Teile der Fille kénnen wir den initialen Anstieg ungweideutig 
nachweisen, in anderen fehlt er vollkommen. Der bei den anderen Zucker- 
arten nun erfolgende Abfall tritt hier a4uBerst verspitet auf (Versuch 25) 
oder kommt, wie in Versuch 26, erst gegen SchluB des Versuchs deutlich 
zum Ausdruck. In einem anderen Versuch (15) sehen wir zu Beginn einen 
geringen Abfall, der jedoch nach kurzer Zeit wieder ausgeglichen ist. Die 
Kurve bewegt sich geradlinig annahernd auf dem Niveau des Ausgangs- 
werts. Analoge Verhaltnisse zeigt Versuch 5, bei dem die Kurve nach einem 
anfanglich minimalen Abfall sich schlieBlich dauernd iiber dem Ausgangs- 
niveau halt. Der gesamtsiurelésliche Phosphor zeigt ein auffallend gleich- 
formiges Verhalten. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Werten 
iibersteigen stellenweise kaum die Fehlergrenzen, der Verlauf der Kurve 
entspricht fast einer Geraden (s. Versuch 5) oder zeigt héchstens gegen 
SchluB des Versuchs die Tendenz zum Abfall. (Siehe Abb. 2.) 


Versuchen wir uns an Hand der Phosphorséurekurven ein Bild iiber 
die Assimilation der Galaktose zu machen. Wenn wir das von uns bisher 
beigebrachte Material vergleichend iiberblicken, so zeigt sich, daB die 
Phosphorkurve nach Galaktosezufuhr am ehesten noch der nach intra- 
venéser Glucosezufuhr erhaltenen entspricht. Namentlich die Versuche, 
in denen der intravendsen Injektion eine perorale Zuckergabe folgte, 
sind lehrreich. Bei diesen wirkte sich die neuerliche Zuckerzufuhr nur in 
einem protrahierten und geringen Abfal] der Phosphorkurve aus. Ebenso 
zeigt sich die gewisse Fixierung der organisch gebundenen Phosphorsaure. 
Wenn wir von dieser Analogie ausgehen, dann kénnte man sich fiir die 
Assimilation der Galaktose ahnliche Verhiltnisse vorstellen, wie sie durch 
die intravenése Glucoseinjektion geschaffen werden. Die rasche Resorption 
der Galaktose — nach Cori liegt der Absorptionskoeffizient fiir Galaktose 
iiber dem der Glucose — fiihrt, da die Leber den strukturfremden Zucker 
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nicht zuriickzuhalten vermag, zu einer Uberschwemmung der Blutbahn 
mit Galaktose, die sich auch in dem protrahierten Anstieg der Blutzucker. 
kurve manifestiert. Die Absorption durch das Gewebe erfolgt relativ rasc}), 
die Assimilation dagegen setzt erst allmahlich ein und erreicht nur geringe: 
Umfang. Vergleichen wir die bei Fructose erhaltenen Werte mit den an 
derselben Versuchsperson nach Galaktosezufuhr gewonnenen, so wird 


mg % 
780 + 


160 








80 “a “Ta” 50° Fab 
Abb. 2 (Versuch 26). 80g Galaktose per os. 
Blutzucker. . --- Anorg. P. Gesamtsaurelés!. P 


dieser Unterschied noch deutlicher (vgl. auch Kurve 1 und 2). Trotz ge- 
ringerer Resorptionsfahigkeit der Fructose finden wir als Ausdruck der 
Assimilation steilen Abfall der Phosphorkurve, wahrend die weitaus 
giinstigeren Resorptionsbedingungen der Galaktose sich in der Phosphor. 
kurve kaum geltend machen. Haben wir fiir die Fructose aus diesem Ver- 
halten den SchluB gezogen, daB sie durch ihren strukturellen Aufbau dem 
Organismus fiir die Assimilation die giinstigsten Bedingungen liefert, so 
kénnen wir fiir die Galaktose umgekehrt folgern, daB sie durch ihre Struktur 
fiir deni Organismus nur schwer angreifbar ist und ihre Umlagerung in dir 
kérpereigene Form nur allmahlich erfolgen kann*). In diesem Sinne sprechen 
auch unsere Befunde iiber die Phosphorausscheidung im Harn nach Galak- 
tose (s. Tabelle IV). 

Der nach Glucose und Fructose feststellbare Abfall der Phosphor- 
ausscheidung ist in den Galaktoseversuchen nur wenig ausgeprigt oder 
fehlt vollstandig. Hervorheben méchten wir noch, daB das Maximum der 
Zuckerausscheidung in die zweite Halfte des Versuchs fallt, in eine Zeit, zu 
welcher die Zuckerkurve ihr Maximum langst iiberschritten hat. Dieses 
Verhalten deutet darauf hin, daB, analog den von Isaac fiir die Fructos: 
festgestellten Verhaltnissen, die Galaktose auch bei normalen Blutzucker- 
werten zu einem relativ hohen Prozentsatz an den Reduktionswerten 
beteiligt ist. 


1) Vgl. dazu auch die Befunde von Moschini (ref. Kongr. Zentralb! 
f. inn. Med. 40, 49), nach denen Fructose per os beim Kaninchen den Insulin- 
erscheinungen noch rascher als Glucose entgegenwirkt, waihrend Galaktos: 
diese viel langsamer beeinfluBt. 
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Tabelle IV. 
Phosphorausscheidung durch den Harn nach Galaktosezufuhr. 
Harn: Menge in Versuch 15 Versuch 25 Versuch 26 
com Zucker vom 15. XII. vom 2, XII vom 3. Il. Bemerkungen 

mg P Berg. ®% Frey. 40g Bar. 80g 
ecm oe 43 24 68 Nichtern 
Zucker... . ae x Stundenwert 
me@.e.eec ees 26.8 21,9 38,7 
ee ae, 51 47 48 1. Stunde 
Sacke?-. . 5 -- 0.1 0,57 
is 2 6 4 & « 146 24,7 28,2 
i ae 41 143 98 2. Stunde 
Tucker . 1 6 t — 0.2 13 
a ee 18,3 20,8 33,7 
ee 65 11] 70 3. Stunde 
Zocor . «+. _— 0,01 1,46 
es we 14 14.5 33,5 
en 5s as 40 49 37 4. Stunde 
a — 0 0,06 
a a ee 20,7 24.7 27,7 


Zusammenfassung. 

1. Die Blutzuckersteigerung nach Fructosezufuhr bleibt hinter 
der nach aquivalenten Mengen Glucose beobachteten erheblich zuriick. 
Die Kurve der anorganischen Phosphorsiure zeigt einen betrachtlichen, 
lang andauernden Abfall, der fiir eine besonders intensive Assimilation 
spricht. Die Ausscheidung der Phosphorsiure durch den Harn verhilt 
sich gleich der bei Glucosezufuhr beobachteten, wihrend der Assimilation 
spart der Organismus Phosphat ein. 

2. Nach Galaktosezufuhr kommt es im tiberwiegenden Teil der 
Fille zu einer betrachtlichen Hyperglykamis, ohne daB kenstitutionelle 
Minderwertigkeit oder eine Insuffizienz der Kohlehydratassimilation 
dafiir verantwortlich gemacht werden kénnte. Die Wirkung der 
Galaktose auf den anorganischen Phosphor ist nur wenig ausgepragt, 
die Kurve zeigt in ihrer Form weitgehend Ahnlichkeit mit der nach 
intravendser Glucosezufuhr beobachteten. Die Phosphorausscheidung 
durch den Harn wird durch Galaktosezufuhr nicht wesentlich beeinflubt. 
Legt man die Phosphorkurve der Beurteilung tiber die Verwertbarkeit 
der einzelnen Zuckerarten zugrunde, so zeigt sich, da von den unter- 
suchten Zuckern unter Beriicksichtigung der Resorptionsgeschwindigkeit 
Fructose am raschesten, Galaktose am schlechtesten assimiliert werden 
kann. 








Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


VI. Mitteilung: 
Blutzucker- und Phosphorsiurekurve. 4. Diabetes. 


Von 


H. K. Barrenscheen, Friedrich Dolleschall und Ludwig Popper. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie in Wien.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1926.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Zur Frage der Bedeutung der Phosphorkurve fiir die Assi- 
milation zugefiihrten Zuckers versprach eine Untersuchung des Diabetes 
wesentliche Aufschliisse. Ist die diabetische Stoffwechselstérung, wie 
zuerst Minkowski angenommen hat, durch eine mangelhafte Verwertbar- 
keit des Zuckers bedingt, so muBte sich in der Phosphorkurve ein prin. 
zipieller Unterschied gegen den Normalen ergeben. Beim Diabetiker 
und beim Hunde nach Pankreasexstirpation haben Bolliger und Hart. 
man') einzelne Versuche mit intravenéser Glucoseinjektion unternommen 
mit dem Ergebnis, daB der Abfall der anorganischen Phosphorsiiure 
gegen den Verlauf der Kurve beim Normalen bedeutend flacher und 
protrahiert ist. 

Wir hatten Gelegenheit, mit unserer Methodik vier Fille zu wnter- 
suchen”). Fiir die Beurteilung der Frage sind die Faille besonders 
geeignet, da bei ihnen vorher mit Ausnahme des einen (Versuch 45) 
keinerlei Behandlung der diabetischen Stoffwechselstérung stattgefunden 
hat. Wenn wir die Fille nach der Schwere des klinischen Krankheits- 
bildes gruppieren, so miissen wir Versuch 36 besonders herausheben 

Es handelt sich hier um einen 45jaéhrigen Beamten, der wegen der 


Beschwerden einer Pankreatitis die Klinik aufsuchte und bei dem di 
Glykosurie als Zufallsbefund festgestellt wurde. Die Zusammenstellung ‘es 


1) Journ. of biol. Chem. 64, 91, 1925. 
*) Herrn Assistent Dr. Gottjried Holler der II. medizinischen Univer- 
sitats-Klinik danken wir auch an dieser Stelle fiir die Uberweisung der Fille. 
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Versuchs (8s. Tabelle I) ergibt eine Ubersicht iiber den Verlauf.j An der 
Blutzuckerkurve fallt der auffallend protrahierte Anstieg und der ebenso 
protrahierte Abfall auf, der jedoch am SchluB des Versuchs mit einer ge- 
rngen alimentéren Hypoglykamie endet. Die Kurve des anorganischen 
Phosphors zeigt in ihrem Anfangsteil keinen ausgesprochenen Abfall, ist 
m Gegenteil durch eine betrachtliche kurzdauernde Steigerung unter- 
brochen, die bemerkenswerterweise mit einer Steigerung des gesamtsaure- 
jjslichen Phosphors einhergeht. SchlieBlich setzt ein protrahierter Abfall 
ein, der jedoch weder absolut noch prozentisch die Werte erreicht, die wir 
sonst nach Glucosezufuhr zu sehen gewohnt sind. Die Kurve des gesamt- 
sjureléslichen Phosphors zeigt ein Auf- und Abschwanken, die Anstiege 
gehen mit den Erhebungen der anorganischen Fraktion parallel. Ein ganz 
eigenartiges Bild ergibt die Phosphorausscheidung durch den Harn (siehe 
abelle II). Im Gegensatz zu der beim Normalen feststellbaren Phosphat- 
retention wird hier im AnschluB an die Glucosezufuhr Phosphorsdure 
vermehrt ausgeschieden, und zwar laBt sich ein gewisser Parallelismus 
zwischen der Héhe der Phosphorausscheidung und der auftretenden 
alimentéren Glykosurie feststellen. Die Glykosurie erreicht in der zweiten 
Stunde nach Zuckerzufuhr ihr Maximum, zur selben Zeit, in der auch die 
Phosphorausscheidung durch den Harn den héchsten Wert ergibt. Die 
Assimilation scheint in diesem Falle, wie die Phosphor- und Zuckerkurve 
ergeben, bereits weitgehend gestért zu sein. 

Haben wir es hier mit einem Grenzfall zu tun, bei dem man zwischen 
der Diagnose des Diabetes levis und einer durch die Pankreatitis bedingten 
Insuffizienz des Inselapparats schwanken kann, so zeigt Versuch 44 bereits 
ein wesentlich anderes Bild. Es handelt sich um einen 46jahrigen Schuh- 
macher, bei dem die Glykosurie angeblich vor 15 Jahren zum ersten Male 
festgestellt wurde und der an betrichtlicher Adipositas leidet. Hier steigt 
der Blutzucker von einem bereits hyperglykamischen Niichternwert langsam 
zudem betrachtlichen Wert von mo% 

281 mg-Proz. und erreicht erst 280 
nach 195 Minuten die Norm. 260 
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Die Zuckerausscheidung durch on it — -—] 

den Harn betragt iiber 8g, das zk . . 1 — L 

Maximum der Glykosurie liegt eS a 

auch hier in der zweiten Stunde __ Abb. 1 (Versuch 44). 

nach der Zuckerzufuhr. Die Dicbetes. 95g Glucose per os. 

Phosphorausscheidung ist an- eee ---n-- Anam ©. 
— Gesamtsiurelésl. P. 


fangs vermehrt und fallt erst in 

der dritten und vierten Stunde langsam ab. Im klinischen Bilde ist die di- 
abetische Stoffwechselstérung in diesem Falle wenig ausgepragt, gibt sich 
aber in der Phosphor- und Blutzuckerkurve deutlich zu erkennen (s. Abb. 1). 
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Blutzucker. VI. 79 


Ein ausgesprochen diabetisches Krankheitsbild zeigt dagegen Versuch 45, 
eine 62jahrige Offizierswitwe, bei der der Diabetes vor 16 Jahren konstatiert 
wurde und die iiber diabetische Beschwerden (Furunkulose, Hautjucken, 
Mattigkeit, Gewichtsverlust) klagt. Der Fall, der jahrelang in didtetischer 
Behandlung stand — Insulin wurde bisher nicht angewendet » zeigt 
den hohen Niichternwert von 261 mg-Proz., dem die relativ geringe Zucker- 
ausscheidung von 0,7 Proz. gegeniibersteht. Auf die Zufuhr von 65¢ 
Glucose reagiert nun der Blutzucker mit der enormen Steigerung auf 
513mg-Proz. Der Anstieg ist auffallend langsam, ebenso langsam fallt 
die Kurve ab und ist nach 175 Minuten noch immer auf dem Werte von 
419mg-Proz. Die Kurve der anorganischen Phosphorsaure verléuft anfangs 
fast gerade, zeigt dann einen minimalen Abfall, um schlieBlich mit einem 
Werte itiber dem Ausgangswert zu enden. In der Kurve des gesamtséure- 
jéslichen Phosphors ist eine auffallende Gleichférmigkeit festzustellen, nur 
der letzte Wert erhebt sich betrachtlich iiber das Ausgangsniveau. Die 
Phosphorséureausscheidung durch den Harn zeigt, wie auch im Versuch 36, 
einen staéndigen Anstieg. Die Zuckerausscheidung nimmt namentlich in 
der zweiten Stunde nach der Zuckerzufuhr betrachtlich zu. Auch hier 
sehen wir gegeniiber der Reaktion des Normalen in der minimalen Senkung 
der Phosphorséurekurve den Ausdruck fiir die herabgesetzte Assimilations- 
fahigkeit. 

Dem Altersdiabetes mit bereits betrachtlich verminderter Assimilations- 
fahigkeit stellen wir im Versuch 34 einen jugendlichen, unbehandelten 
Diabetes gegeniiber. Bei der 27 jahrigen Hausgehilfin zeigten sich seit etwa 
einem halben Jahre ausgesprochen diabetische Symptome (Durst, Polyurie, 
Abnahme des Kérpergewichts). Irgendwelche Behandlung hatte noch 
nicht stattgefunden. Die Blutzuckerkurve zeigt in diesem Falle das fiir 
den Diabetes wiederholt beschriebene charakteristische Verhalten: enorm 
protrahierter Anstieg und langsamer Abfall, ohne nach 3 Stunden den 
Ausgangswert zu erreichen. Das Gegenstiick dazu ist die Kurve des an- 
organischen Phosphors, der sich anfangs fast auf einer Geraden halt und 
erst mit dem letzten Wert einen Abfall zeigt. Im Harn kénnen wir das auch 
sonst von uns beobachtete Verhalten feststellen. Die Glucosezufuhr bedingt 
eine vermehrte Ausschwemmung von Phosphorsaure, die Zuckerausscheidung 
steigt von Stunde zu Stunde langsam an. 


Fassen wir das allen Fallen Gemeinsame zusammen, so finden wir, 
von dem bereits hinlinglich beschriebenen typischen Verlauf der Blut- 
zuckerkurve abgesehen, iiberall beim anorganischen Phosphor, dessen 
Kurve wir als Kriterium der Assimilation betrachten, als wesentliches 
Kennzeichen den kaum angedeuteten, auGerst protrahierten Abfall. Damit 
Hand in Hand geht das Fehlen des beim Normalen typischen initialen 
Anstiegs: die normale Reizwirkung fehlt. Die Kurve bleibt vielmehr nach 
der Glucosezufuhr ‘entweder auf dem gleichen Niveau oder zeigt einen 
minimalen Abfall. Sie ist der ins Pathologische gesteigerte Resorptionstyp 
(s. Abb. 1). 

Eine gesonderte Betrachtung verdient das Verhalten der Phosphor- 
ausscheidung durch den Harn. Die Umkehrung der beim Normalen 
physiologischen Retention in eine vermehrte Ausschwemmung beim 
Diabetiker, veranlaBt um so mehr zu theoretischen Uberlegungen, als wir 
durch die Untersuchungen von Elias und Weiss!) wissen, daB Phosphat- 





1) Wien. Arch. f. klin. Med. 4, 29, 1922. 
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injektionen beim Diabetiker im Gegensatz zum Normalen den Blutzucke: 
herabsetzt und auch die Zuckerausscheidung durch den Harn giinstig 
beeinfluBt. Wir méchten in dem von uns festgestellten Verhalten ces 
Diabetikers eine Stiitze fiir die Annahme von Elias sehen, daB die Wirkung 
der Phosphatinjektion méglicherweise auf der Bildung von Kohlehydrat. 
Phosphorsiéurekomplexen beruht. Es wiirde so gewissermaBen durch di: 
Verschiebung in der Menge verfiigbaren Phosphats die sonst ungeniigende 
Phosphorylierung erzwungen werden. Eine Erklarung fiir die vermehrt: 
Phosphorsdureausscheidung nach Zuckerzufuhr ist schwer zu geben. Mar 
kénnte daran denken, da8 der Organismus des Diabetikers die Phosphor 
lierung nur unvollkommen durchfiihren kann und da8 es dann in der Niere 
entsprechend den von Gyérgy') geiuBerten Ansichten iiber die Rolle cer 
Niere im Phosphatstoffwechsel — zu einer Aufspaltung dieser abwegigen 
Phosphorsdureverbindungen und damit zu einer vermehrten Glykosuri: 
und Phosphorséureausscheidung kommt. Vielleicht l48t sich damit cas 
Verhalten der gesamtsaureléslichen Phosphorsaure, wie wir es im Versuch 36 
besonders deutlich vor Augen sehen und wie es auch Versuch 34 zeigt, in 
Einklang bringen. 


Zusammenfassung. 


1. Im Gegensatz zum Normalen zeigt die Kurve des anorganischen 
Phosphors beim Diabetiker nach Glucosezufuhr nur einen minimalen 
protrahierten Abfall. 


2. Auf Glucosezufuhr antwortet der Diabetiker mit einer vermehrten 


Phosphorsaureausscheidung durch den Harn. 


1) Diese Zeitschr. 169, 157, 1925. 
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Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


VIL. Mitteilung: 
Blutzucker- und Phosphorsiurekurve. 5. Insulin. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Robert Berger. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der EinfluB, den Insulin neben seiner Wirkung auf den B!utzucker 
auch auf die anorganische Phosphorsiéure des Blutes iibt, ist schon 
mehrfach Gegenstand der Untersuchung gewesen. 


Wir verweisen auf die von uns bereits in den vorstehgnden Mitteilungen 
erwahnten Arbeiten von Harrop und Benedict, Staub, Giinther und Fréhlich, 
Blatherwick, Bell und Hill, Bolliger und Hartman, ferner Briggs, Kéchig, 
Doisy und Weber). Ubereinstimmend wird die Senkung der anorganischen 
Phosphorséure hervorgehoben. Mit der gesamtsdureléslichen Fraktion 
beschaftigten sich nur Briggs und seine Mitarbeiter, welche drei Versuche 
an Hunden mitteilen, in denen sie je einmal vor und nach Insulininjektion 
den anorganischen und gesamtsdureléslichen Phosphor im Vollblut bzw. 
Plasma untersuchten. Angaben iiber die Zeiten und die Insulindosen gehen 
aus der Arbeit nicht hervor. Wahrend die Werte fiir den anorganischen 
Phosphor die typische Senkung zeigten, blieb im Vollblut die gesamtséure- 
lisliche Phosphorséure konstant. Mit der Rolle, welche das Insulin im 
Kohlehydrat-Phosphorsaurestoffwechsel spielt, beschaftigen sich ausfiihrlich 
die Arbeiten von Brugsch*) und seinen Mitarbeitern, welche in einer groBen 
Reihe von experimentellen Untersuchungen an Leber und Muskelgewebe 
zu dem Ergebnis kamen, da8 das Insulin fiir die Phosphorylierung wesentlich 
sei und seiner Natur nach den Cofermenten zugezihlt werden miisse. Zu 


1) Journ. of biol. Chem. 58, 721, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 147 u. ff. 
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abhnlichen Schliissen kommen auch Greenwald, Gross und Samet'), die rei) 
theoretisch dem Insulin die Rolle einer Phosphatese zuschreiber.. 


Wir haben im AnschluB an unsere bisher mitgeteilten Untersuchungen 
iiber Blutzucker und Phosphorséiurekurve auch dieser Frage, i 
theoretisch von weittragendster Bedeutung ist, unser Augenmerk 
zugewendet und bringen im nachstehenden die Ergebnisse unserer 
Untersuchungen. 


Die Versuche wurden in Selbstversuchen und an zwei normalen, stoff. 
wechselgesunden Kollegen ausgefiihrt, die wir wiederholt im Laufe de 
vorstehenden Untersuchungsreihe zu untersuchen Gelegenheit hatten. Das 
verwendete Insulin war danisches Insulin ,,Leo‘‘, von dem 20 und in einen 
Versuch 40 Einheiten subkutan injiziert wurden. Zwei Versuche wurde: 
als Niichternversuche durchgefiihrt, in zwei anderen wurden 65 bzw. 80 ¢ 
Glucose eine halbe Stunde nach der Injektion gegeben. Betrachten wi 
zunachst die Versuche am Niichternen. 


In Versuch 46 haben wir, um eventuell die von Miiller und Petersen? 
behauptete primare blutzuckersteigernde Wirkung des Insulins feststelle: 
zu kénnen, die Entnahme wahrend der ersten Stunde in Abstanden von 
5 bzw. 10 Minuten durchgefiihrt. Eine Steigerung des Blutzuckers konnte: 


wir nicht feststellen. Wahrend der ersten 30 Minuten bleibt der Blut. 


zuckerwert nahezu konstant. Nach 40 Minuten beginnt ein allmabliche: 
Abfall, der nach 150 Minuten sein Minimum mit 68 mg-Proz. erreicht 
(s. Tabelle I). 

Tabelle I. 


Versuch 46, Pop., 22 Jahre, Mediziner. 20 Einheiten Insulin ,,Leo“ subkutan 
Niichternversuch. 





Blut Harn 
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1) Journ. of biol. Chem. 62, 401, 1924/25. 
*) Miinch. med. Wochenschr. 1926, Nr. 18, S. 726. 
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Bezeichnenderweise traten bereits nach 40 Minuten bei einem Blut- 
meker von 92 mg-Proz. die Erscheinungen sogenannter Hypoglykamie 
auf, die sich weiterhin zu enormem SchweiGBausbruch, Tremor, Blasse 
und einem fast unertriglichen Hungergefiihl steigerten. In der Kurve 
des anorganischen Phosphors sehen wir an Stelle des erwarteten Ab- 
falls zundéchst eine Steigerung, die zwei Zacken nach 10 und 30 Minuten 
aufweist. Sonst halt sich der Phosphorwert waihrend des ganzen 
Versuchs annéhernd auf gleicher Héhe. Von einer nennenswerten 
Senkung, die mit der Blutzuckerkurve parallel gehen sollte, ist ab- 
solut keine Rede. Der gesamtséurelésliche Phosphor zeigt an der 
Stelle, an der auch die héchste Erhebung des anorganischen Phos- 
phors ist, eime deutlich ausgeprigte Steigerung, verlauft im _ iibrigen 
vollkommen flach und zeigt erst im letzten Wert einen geringfiigigen 
Anstieg (s. Abb. 1). 


Zu fast identischen Ergebnissen fiihrt Versuch 48. In der ersten 
Viertelstunde nach der Injektion sehen wir den Blutzucker vom 

















; Jo-————— os EE Ee “cane 
zi { 
7 
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oO’ JO’ 60" 90” 120° 150" 7180" 
Abb. 1 (Versuch 46). 
20 Einheiten Insulin .Leo* subkutan. 
Blutzucker. -------- Anorg. P. —— Gesamtsaureldsl. P. 


Bei ¥ hypogl)kimische Erscheinungen. 


Ausgangswert 109 auf 112mg gestiegen, doch méchten wir einer so 
geringfiigigen Steigerung keine Bedeutung beimessen. Dann folgt 
ein allmahlicher Abfall, der nach 90 Minuten mit einem Werte von 
70mg-Proz. sein Maximum erreicht. Irgendwelche Erscheinungen 
von ,,Hypoglykamie*‘ traten hier nicht auf. Die Kurve der anorgani- 
schen Phosphorséure zeigt in der ersten Stunde einen geringfiigigen 
Abfall, der dann durch einen Anstieg unterbrochen wird. Der weitere 
Verlauf der Kurve ist ein vollkommen flacher. Eine nennenswerte 
Senkung gegen den Ausgangswert besteht nicht. Ganz unregelmaBig 
verhalt sich die Kurve des _ gesamtséureléslichen Phosphors, bei 
der bald Steigerung, bald geringe Senkung auftritt, ohne daB 
sich fiir uns eine derzeit irgendwie erkennbare Beziehung zum 
anorganischen Phosphor oder zur Blutzuckerkurve herstellen liebe. 
Deutlicher erkennbar ist der EinfluB des Insulins auf die 
Phosphorausscheidung durch den Harn. Die stiindlich entleerten 
Harnportionen zeigen ein betrichtliches Absinken der Phosphoraus- 
scheidung, wie wir es sonst nach Glucose- oder Fructosezufuhr fest- 
stellen konnten. 


6* 
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Tabelle Il. 


Versuch 48, Bar., 38 Jahre, 20 Einheiten Insulin ,,Leo“ subkutan. Niichtern. 


versuch. 





Blut Harn 





te Bemerkungen 


Zucker “Anorga Gesamtsaure- Menge Anorg. P 


nischer P | léslicher P com mg 


eo 
o 
_ 
be 


109 3,59 29.8 -—- Nichternwert 
_ — —_ Injektion 
112 3,53 29.4 
101 3,42 28,3 
101 3,11 26.5 
98 3,02 29,0 
90 3,28 26.8 
70 4,06 28,8 
81 3,30 27.5 


SSCOCOSCOCHHMM 
SassRssgsgs 


—— 


83 3,40 27,5 
85 3,42 27,8 


80 3,33 29,0 


In den Versuchen mit Glucosezufuhr erhielt Fall 49 20 Einheite: 


Insulin und nach 30 Minuten 65 g Glucose, entsprechend 1 g pro Kilogram: 


Kérpergewicht. 20 Minuten nach Injektion des Insulins finden wir hier in 
Blutzucker eine Steigerung von 92 auf 101 mg-Proz., die, auBerhalb der 
Fehlergrenze liegend, fiir die Richtigkeit der von Miiller und Peterse 
geaiuBerten Anschauungen zu sprechen scheint. Die jetzt folgende Glucose 


Tabelle III. 


Versuch 49, Dol., 30 Jahre, Arzt. 20 Einheiten Insulin ,,Leo subkutan 


30 Minuten nach der {njektion, 65 g Glucose = 1 g pro Kilogramm Korper 
gewicht. 





Blut Harn 
a Bemerkungen 
Anorgas | Gesamtséure- Menge | Anorg.P. 
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quiiuhr bedingt eine Hyperglykamie, die sich nicht wesentlich in Héhe 
und Dauer des Anstiegs von der mit der gleichen Glucosemenge ohne Insulin 
erreichten unterscheidet (vgl. die IV. Mitteilung dieser Reihe, Versuch 18, 
Tabelle I). Die Blutzuckerkurve, die nach 75 Minuten den Ausgangswert 
erreicht, zeigt dann einen rapiden Abfall, der 225 Minuten nach der Injektion 
mit 71 mg-Proz. seinen Tiefpunkt erreicht hat (s. Tabelle III). 

Gleichzeitig mit dem Abfall auf 76 mg-Proz. traten hier die ersten 
hypoglykamischen“ Erscheinungen auf: SchweiBausbruch, Schwache- 
gefiihl, Tremor, ausgesprochener Vaguspuls, die sich weiter steigerten, 
gegen Ende des Versuchs jedoch von selbst abklangen. Die Kurve des 
anorganischen Phosphors ]48t in ihrem Anfangsteil einen deutlichen Abfall 
erkennen, der auch hier wieder durch einen Anstieg unterbrochen wird, 
dem ein neuerlicher Abfall mit flachem Verlauf der Kurve folgt. Ganz 
charakteristisch ist die Kurve fiir den gesamtsdéureléslichen Phosphor, die 
als vollkommene Gerade ohne die geringsten Schwankungen nach oben 
oder unten verléuft (s. Abb. 2). 























o’ Jo’ 60" 90” 120° 150" 780" 270° 
Abb. 2 (Versuch 49). ' 
® Einheiten Insulin .Leo? subkutan. 
Blutzucker. -------- Anorg. P. Gesamtsaurelésl. P. 


Bei f 65g Glucose per os. Bei ¥ bypoglykaimische Erscheinungen. 








Analoge Verhaltnisse finden wir im Versuch 47, bei dem 40 Einheiten 
Insulin injiziert wurden. Die Blutzuckerkurve zeigt anfanglich einen 
geringen Abfall, der auch 15 Minuten nach der Glucosegabe von 80g noch 
in Erscheinung tritt, dann kommt es unter dem EinfluB der Glucose zu 
einer minimalen Steigerung. Im Typus ihres Ablaufs zeigt diese Hyper- 
glykamiekurve ebenso wie im vorangehenden Versuch keine wesentlichen 
Differenzen gegeniiber der ohne Insulin erhaltenen (s. IV. Mitteilung, 
Versuch 8, Tabelle I). Es hat nur den Anschein, als ob durch das Insulin 
die Héhe des Anstiegs etwas herabgedriickt wiirde, der iibrige individuell 
charakteristische Verlauf wird jedoch in keiner Weise beriihrt. In der 
Kurve des anorganischen Phosphors sehen wir unmittelbar nach Insulin 
einen Abfall, der auf die Glucosezufuhr durch einen geringen Anstieg unter- 
brochen wird, den wir als den gewohnten initialen Anstieg nach Glucose 
deuten méchten. Der weitere Verlauf stimmt mit dem in Versuch 49 be- 
schriebenen vollkommen iiberein. Ebenso zeigt die Kurve des gesamt- 
sureléslichen Phosphors den geradlinigen Verlauf (s. Tabelle IV). 
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Tabelle IV. 


Versuch 47, Ber., 22 Jahre, Mediziner. 40 Einheiten Insulin ,,Leo“, nac}, 
30 Minuten 80g Glucose. 





Blut Harn 


Zeit « 7 Bemerkungen 
Anorgas Gesamtsaure- | Menge Anorg.P. 
I Zucker nischer P _léslicher P com mg 


6 — eee 
8h20' 108 3,94 28,1 34,6  Niichternwert, Harn, Stunden. 
portion 
25 -— — — 40 Einheiten subkutan 
45 101 3,21 27,8 
55 pate at ‘ide 
10 46993 = 352 27,9 
20 —— én — 
25 3,10 28,1 
40 110 3,04 28,2 
55 113 3,04 27,9 
10 98 3,31 27,4 
20 — ame 
25 3,19 26,4 
45 2,52 26,6 
05 2,49 27,8 SchweiBausbruch, Tremor 
Schwachegefiihl, ausge- 
sprochener Vaguspuls 





80 g Glucose 


20 


27,8 Heifihunger 
05 ' 26,5 


20 


Bemerkenswert ist hier, daB wir 140 Minuten nach Beginn des Versuchs 
bei einem Blutzucker von 102 mg-Proz. einen ausgepragten hypoglykami- 
schen Anfall erlebten, der so bedrohlich aussah, daB wir uns schon zum 
Abbruch des Versuchs entschlieBen wollten. Die Untersuchung der Phosphor- 
ausscheidung durch den Harn zeigte in diesem Falle die schon von den 
Glucoseversuchen bekannte Retention von Phosphorséure, eine durch die 
Injektion vermehrte Retention lieB sich nicht feststellen. 

Uberblicken wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen, so fillt 
zundchst bei den Versuchen, in denen es zu ,,hypoglykamischen‘** Symptomen 
kam, der auffallend hohe Blutzuckerwert auf, bei dem diese Erscheinungen 
schon zutage traten (92 bzw. 76 bzw. 102 mg-Proz.). Wir glauben, dal 
dies nur in dem Sinne der heute immer mehr angenommenen Meinung zu 
werten ist, daB die Blutzuckersenkung als solche an diesen Erscheinungen 
der Insulinvergiftung nicht beteiligt ist. Konnten wir doch in unseren 
friiheren Versuchen eine alimentire Hypoglykaimie auch bei denselben 
Versuchspersonen beobachten, die bei weit niedrigeren Werten nicht 
die geringsten unangenehmen Empfindungen ausléste. Fiir die Frage der 
Insulinwirkung scheint es uns wesentlich, auf diesen Punkt ganz besonders 
hinzuweisen. 

In den Niichternversuchen ist die auffallend geringe Wirkung des 
TInsulins auf die Phosphorkurve bei ausgepraigter Wirkung auf den Blut- 
zucker besonders auffallend. Wir méchten das so erklaren, daB hier fur 
das Insulin gewissermaBen das Substrat fehlt. Ist das Insulin, wie es Brugsch 
formuliert, unter anderem auch das Coferment der Phosphatese, dann 
kann es beim niichternen Normalen seine Wirkung nicht in dem Mabe 
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entfalten, wie beim Diabetiker, bei dem die Wirkung auf die Phosphorkurve 
eine Viel ausgepragtere ist. Es wiirde dieser negative Ausfall unserer Ver- 
suche ein indirekter Beweis dafiir sein, da8B der Blutzucker beim Normalen 
anders konfiguriert als der beim Diabetiker kreisende. Die im Verlauf 
jer _Kurve des anorganischen Phosphors beobachteten Steigerungen, die 
pereits Blatherwick, Bell und Hill aufgefallen waren, kénnen wir bei dem 
jeutigen Stand unserer Erkenntnis nicht befriedigend erklaren. In An- 
ehnung an die Anschauung von Miiller und Petersen kénnte an eine 
Mobilisierung gedacht werden, wofiir vielleicht im Versuch 46 die mit der 
Steigerung parallel gehende Erhebung des gesamtsaureléslichen Phosphors 
spricht. Es ware so die Steigerung des anorganischen Phosphors gewisser- 
maBen ein Aquivalent fiir die Blutzuckersteigerung. Auf das Verhalten 
der Phosphorausscheidung im Harn wollen wir im weiteren Zusammen- 
hang noch zuriickkommen und hier nur kurz auf unsere Versuche mit 
gleichzeitiger Darreichung von Glucose eingehen. Im wesentlichen bringen 
sie eine Bestaétigung der bereits vorliegenden Resultate. Auch hier finden 
wir die Kurve des anorganischen Phosphors durch einen Anstieg unter- 
brochen, ohne dafiir eine Erkléarung geben zu kénnen. Von dem nach 
peroraler Glucosezufuhr erhaltenen Typus weichen diese Kurven jedoch 
weitgehend ab. Eine Beschleunigung des normalen Ablaufs ist nicht zu 
erkennen. Vielleicht war die injizierte Insulinmenge zu groB, jedenfalls 
méchten wir aus unseren Ergebnissen den Schlu8 ziehen, daB Versuche 
am Normalen in dieser Anordnung nicht geeignet sind, uns iiber die 
Physiologie des Insulins wesentlichen Aufschlu8 zu geben. Auch hier diirfte 
der Pathologie die Rolle des Lehrmeisters der Physiologie zukommen. 


Viel bedeutungsvoller erscheint uns jedoch das eigenartige Verhalten 


des gesamtsaéureléslichen Phosphors, dessen Wert sich im Gegensatz zu 
unseren Erfahrungen nach Darreichung von Glucose allein praktisch nicht 
andert. Wahrend wir die nach Glucosezufuhr beobachteten Steigerungen 
des gesamtséureléslichen Phosphors, die besonders schén im Vergleich 
des arteriellen und venésen Blutes zutage traten, als Ausdruck eines 
Transports deuteten, fehlt in den Insulinversuchen jegliche. Schwankung. 
Es hat den Anschein, als ob unter der Wirkung des Insulins eine Fixation 
der gebildeten Phosphorséurekomplexe im Gewebe Platz greifen wiirde. 
Eine soleche Annahme gewinnt durch die schénen Untersuchungen von 
Loewi und Hdusler') iiber den EinfluB des Insulins auf die Permeabilitat 
an Wahrscheinlichkeit. So scheinen uns die Ergebnisse unserer Versuche 
auf indirektem Wege eine Bestaétigung der Loewischen Anschauung tiber 
die Wirkungsweise des Insulins zu geben. Es erscheint uns nicht aus- 
geschlossen, daB die Erscheinungen der Insulinvergiftung mit durch diese 
Permeabilitaétsinderungen bedingt sind. Da8 médglicherweise auch die im 
Blute kreisende organisch gebundene Phosphorsaéure durch Insulin insofern 
beeinfluBt wird, daB ihre Abspaltung in der Niere gehemmt wird, darauf 
deutet das Ergebnis der Harnuntersuchung in dem einen Niichternversuch 
hin. Wir haben bei der Besprechung der vermehrten Phosphorséure- 
ausscheidung des Diabetikers nach Glucosezufuhr darauf hingewiesen, daB 
man sich vorstellen kénnte, da8 beim Diabetiker die Phosphorylierung in 
einer abwegigen Weise vor sich geht, so daB gebildete Komplexe in der 
Niere aufgespalten werden. Im Sinne dieser Auffassung liegt es, wenn wir 
umgekehrt dem Insulin die Wirkung zuschreiben, nicht nur die Phosphory- 


‘) Pfliigers Archiv 210, S. 238 bis 279, 1925, 
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lierung und damit die Assimilation in die Wege zu leiten, sondern auch 
zu resistenten, der Abspaltung widerstehenden Komplexen zu fiihren. 


Zusammenfassung. 

1. Beim niichternen Normalen zeigt Insulin, trotz deutlicher 
Beeinflussung der Blutzuckerkurve, keinen wesentlichen Einflu8 auf 
die Kurve der anorganischen Phosphorsaure. 

2. Vorangehende Insulininjektion andert den Typus der Kurve der 
alimentéren Hyperglykamie nicht wesentlich. Die Kurve des anor. 
ganischen Phosphors zeigt von der nach Glucosezufuhr allein beob- 
achteten mebrfache Abweichungen. Die Kurve fiir den gesamtsiiure. 
léslichen Phosphor verliuft als Gerade. 
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Nephelometrische 
Untersuchungen iiber fermentative EiweiSspaltung. 


VI. Mitteilung: 
Zur Kinetik der tryptischen Spaltung. 


Von 
H. Kleinmann. 


Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1926.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Im Verfolg der Untersuchungen iiber die tryptische Spaltung 
mit Hilfe der nephelometrischen Methode wurde die Kinetik des 
fermentativen Vorganges einer Priifung unterzogen. Die Méglichkeit 
in hochverdiinnten Lésungen und daher mit sehr niedrigen Ferment- 
konzentrationen, ferner in groBen Versuchsreihen zu arbeiten, fiihrte 
m Ergebnissen, die zu weiteren Versuchen anregen. Eine wesentliche 
Klarung des Problems ist erst von Untersuchungen mit gereinigten, von 
Beimengungen moglichst befreiten Fermentpraparaten zu erwarten. 
Zunichst wurden aber absichtlich nur filtrierte wasserige Ausziige 
von Pankreatin Rhenania verwendet, um Unterlagen zu verschaffen 
wr Feststellung, welche Eigenschaften dem Ferment an sich und 
welche der Anwesenheit von Begleitstoffen zuzuschreiben sind. 

Gepriift wurde der EinfluB der Spaltungszeit, der Spaltprodukte, 
der Substrat- und Fermentkonzentration und der Temperatur auf den 
Verlauf der Zeitumsatzkurve. Beziiglich der Methode sei auf die Dar- 
stellung der vorherigen Mitteilung hingewiesen. 


I, Einflu8 der Spaltungszeit. 


Wurde die Spaltung (bei py etwa 8) 120 bis 150 Minuten beobachtet, 
wobei die Fermentkonzentration so gewahlt wurde, daB in 120 Minuten 
0 bis 70 Proz. des Substrats gespalten wurde, so erhielt man — in 
Cbereinstimmung mit den bereits in der Literatur vorhandenen An- 
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Abb. 2a (Versuch 4a). 


gaben') — Kurven, die sich 
im Verlauf der Spaltung mehr 
oder weniger abflachten. Diese 
Kurven gehorchten  zuweilen 
befriedigend der Formel einer 
monomolekularen Reaktion (vy]. 
Versuch 1, Abb. 1), meist konnte 
jedoch der Verlauf weder nach 
der mono- noch nach der bi- 
oder 144 fach molekularen Reak.- 
tion dargestellt werden. 


Naheliegend war es, die 
Abflachung der Kurven auf eine 
Schadigung des Trypsins zuriick. 
zufiihren, da wir wissen, da das 
Trypsin in wisseriger Lésung 
bei 37° bereits nach einem 
Stehen von 20 Minuten deutlich 
geschadigt wird. Da aber mig- 
licherweise das Ferment in 
Gegenwart des Substrats ge- 
schiitzt wird, wurden Versuche 
zur Priifung dieser Frage so 
angesetzt, daB gleichzeitig und 
unter den gleichen Bedingungen, 
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Abb. 2b (Versuch 4b) 


1) Vgl. vor allem R. Willstdtter und H. Persiel, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 142, 245 (252), 1924. 
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mit den gleichen Lésungen von Ferment und Substrat die Spaltungen 
wihrend 30 und wahrend 120 Minuten bis zu demselben Endumsatz 
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Abb. 3a (Versuch 5a). 
verfolgt wurden. Die Ver- 4%? ——" 
y 4 6 Yo a 
suche 4 und 5 (Abb. 2 und 3) ' 
zeigen, daB die 30-Minuten- % ps ] | 
a ibe. : > 
versuche geradlinig, die 120- $s 
° a + + + 4 
Minutenversuche stark ge- 7 N 
krimmt verlaufen. Besonders ait 
ausgeprigt ist die Ver- ™ | 
flachung bei noch langerer Min 
Versuchsdauer (175 Minuten) 2 25 50 «7% «©9100 =125 «150 =—*175 


im Versuch 5. Aus den Ver- 
suchen 6 und 7 (Abb. 4) 
(hier Abnahme alle 4 Minuten) 
ist weiterhin ersichtlich, daB 
der Spaltungsverlauf wahrend 
einer kiirzeren Spaltungszeit 
(30 Minuten) und einem Um- 
satz bis zu etwa 50 Proz. 
geradlinig ist. 


Aus diesen Versuchen 
muB der SchluB gezogen 
werden, daB das Trypsin 


wahrend zweistiindiger Spal- 
tung eine Schadigung erfahrt 
und infolgedessen der Um- 
satz abnimmt. Diese Schi- 
digung kann durch An- 


stellung kurzdauernder Versuche vermieden werden. 


Abb. 3b (Versuch 5b). 

















Abb. 4 (Versuch 7). 


Alle folgenden 


Spaltungsversuche werden daher nur auf 30 Minuten ausgedehnt. 
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Bevor der Spaltungsverlauf unter der Einwirkung bestimmter 
Faktoren untersucht wurde, muBte festgestellt werden, ob verschiedene 
Puffersysteme von gleichem py unter sonst gleichen Bedingungen ic 
Spaltung verschieden beeinflussen oder nicht. Wie aus Versuch 8 (Ab})_5 
der mit Phosphat- und mit Glykokollpuffer von gleichem pg angesetzt 
ist, ersichtlich, ist der Verlauf beider Parallelversuche gleich; cine 
spezifische Wirkung der Phosphationen oder des Glykokolls wurde nicht 
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Abb. 5 (Versuch 8) 





Abb. 6 (Versuch 9 bis 12) 






beobachtet. Der Vergleich von Versuchen, die je nach dem erforder. 
lichen py mit dem einen oder mit dem anderen py, angestellt waren, 
war demnach méglich. 

Um den EinfluB der H-Ionenkonzentration auf den Kurvenverlauf 
festzustellen, wurden Spaltungen bei variiertem py zwischen 5,75 und 
9,42 vorgenommen, wobei die Fermentkonzentrationen so gewahlt 
wurden, daB in allen Versuchen in gleichen Zeiten méglichst gleiche 
Umsatze erzielt wurden. 

Die Versuche zeigen, daB die Anderung der H-lonenkonzentration 
innerhalb der untersuchten Grenzen die Form der Zeitumsatzkurve 
nicht beeinfluBt: Die Kurven verlaufen bei einer Spaltung von 30 Mi- 
nuten bis zu einem Umsatz von etwa 50 Proz. geradlinig, um dann 
allmahlich abzuflachen. (Versuch 9 bis 12, Abb. 6.) 













II. Variation der Ferment- und der Substratkonzentration. 


Bei allen weiteren Versuchen kcnnte die oben erwahnte Beob- 
achtung bestatigt werden, daB bei Spaltungszeiten von 30 Minuten 
und Umsitzen bis zu 50 Proz. der Kurvenverlauf geradlinig ist. !n 
manchen Fallen ist der geradlinige Verlauf auch noch bei héheren Um- 
siittzen festzustellen, in anderen beginnt die Abflachung der Kurve 
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schon frither; in der groBen Mehrzahl aller Versuche zeigt die Spaltung 
jedoch den erwahnten Verlauf. Wird die Spaltungsgeschwindigkeit 
vergroBert, was durch Erhéhung der Fermentkonzentration wie auch 
durch Verringerung der Substratkonzentration erreicht werden kann, 
so kriimmen sich die Kurven mehr oder weniger stark. Fiir diese Er- 
scheinung gibe es eine Anzahl Erklarungsméglichkeiten, die in den 
folgenden Abschnitten gepriift werden. Hier sei zunachst der Verlauf 
der Spaltung untersucht 1. bei Variierung der Fermentkonzentration 
bei gleicher Substratkonzentration, 2. bei Variierung der Substrat- 
konzentration bei gleicher Fermentkonzentration und 3. bei Variierung 
beider Faktoren. 


1. Anderung der Fermentkonzentration. 


In den vorliegenden Versuchen wurden die Fermentkonzentrationen 
im Verhaltnis 1:2, 2:3 und 3:4 variiert. Die Versuche 13 bis 15 
werden als Beispiele vieler derartiger Versuche gegeben. (Vgl. Abb. 7.) 





Die Versuche zeigen auch bei g¢ 
stirkerer Spaltung geradlinigen 
Kurvenverlauf, der sich am Ende 7 
mitunter leicht abflacht. Vergleicht 
man das Verhaltnis der Umsitze 6?;>-—— 
gleicher Spaltungszeiten oder das 
Verhaltnis der Umsatzzeiten gleicher 
Umsatze, welche Betrachtungen 
das gleiche Ergebnis liefern, solange 
man den geradlinigen Anteil des 
Kurvenverlaufs betrachtet, so findet 
man, daB die Fermentmengen in 
recht guter Ubereinstimmung sich 
umgekehrt wie die Spaltungszeiten 
verhalten bzw. direkt proportional 
den Umsiatzen gleicher Zeiten. Im 
allgemeinen ist das Umgatzverhaltnis 
etwas gréBer als dem Verhiltnis 
der Fermentkonzentration entspricht, d. h. die stirkere Fermentlisung 
spaltet etwas stirker als es dem Proportionalitatsgesetz entspricht. 
Dieses Verhalten tritt besonders am Anfang der Kurven hervor. Im 
groBen und ganzen ist aber die umgesetzte EiweiBmenge der ange- 
wandten Fermentkonzentration proportional: wenn die Ferment- 
menge F in einer bestimmten Zeit die Substratmenge S umsetzt, 
so setzt die Fermentmenge nF in derselben Zeit die Substratmenge 
nS um. 
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Abb. 7. 
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2. Anderung der Substratmengen. 


Die Versuche wurden so angestellt, daB bei gleicher Ferment menge 
verschiedene Volumina der Natriumcaseinatlésung der Spaltung unter. 
worfen wurden. Die Differenz der Volumina wurde mit destilliertem 
Wasser ausgeglichen, wobei durch vorsichtigen Zusatz von NaOH 
in allen Versuchsreihen der gleiche py, hergestellt wurde. (Vy). 
Versuch 16, 17, 18; Abb. 8.) 
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Abb. 8. (Vers. 17.) 


Die Versuche bei Variation der Substratkonzentration im Ver- 
haltnis 1:2, 2:3 und 3:4 zeigen, daB die Substratkonzentrationen 
sich annahernd umgekehrt wie die Umsitze gleicher Zeiten verhalten 
Doch zeigen die Kurven geringerer Substratkonzentration, also die 
schnelleren Spaltungen, eine starkere Tendenz, sich abzuflachen als 
bei Vermehrung der Fermentkonzentration. Verlaiuft die Spaltung 
sehr langsam (Versuch 18), so bleiben die ersten Punkte stark unter- 
halb des Kurvenganges der geraden Linie zuriick, wihrend die 
spiteren Abnahmen von 10 bis 15 Minuten an gut auf einer Geraden 
liegen. Dieses Verhalten spricht dafiir, daB die Spaltung nicht un- 
mittelbar beim Fermentzusatz, sondern erst nach einiger Zeit beginnt 


3. Anderung der Ferment- und der Substratmenge. 


Die Versuche (vgl. Versuch 19 bis 23; Abb. 9 und 10) wurden 
so angestellt, daB gegen eine Vergleichsspaltung mit den Mengen F 
und § einmal eine Spaltung mit S und F und dann mit !/, F und 
¥, S angesetzt wurden. Waren diese Anderungen reziprok, wie sich 
dies aus den obigen Versuchen mit einiger Wahrscheinlichkeit ergibt, 





30 0 
Tat 

werd 
Ordr 
Ums 
inzu 
wei 
wiz) 
liese 
verfc 


l. Spalturg 


, 
Einfh 
diese) 
von 
ward 


A 
suchu 
gespal 
der M 
Lersté 
Caseir 
zugese 
lurch 
die wi 
Die § 
iberh; 


achtet 





Nephelometrische Untersuchungen. VI. 95 


«» muBten sie zu den gleichen Kurven fiihren. Dies konnte in der 
Tat in einer Zahl der Faille, wenn auch nicht immer beobachtet 
werden. Wir finden hier ein Verhalten, das fiir eine Reaktion nullter 
Ordnung charakteristisch ist. Es liegt nahe, fiir die ,,ideale“ Zeit- 
Umsatzkurve die gerade Linie 


: 80 
uzunehmen und ihre Ab- oe 
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Abb. 9. Abb, 10. 
-) = Substrat 1, Ferment 1. ) Substrat 1, Ferment ! 
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Untere Linie: Substrat 1, Ferment '/» 


Ill. Einflu8 der Spaltprodukte auf die Spaltung. 


Weiterhin wurde den Méglichkeiten nachgegangen, die einen 
EinfluB auf die Gestalt der Zeit-Umsatzkurve ausiiben kinnten. Zu 
diesem Zwecke wurden zunichst Spaltungsreihen angesetzt, bei denen 
von vornherein Spaltprodukte, zugemischt waren und diese Systeme 
wurden gegen solche ohne Spaltprodukte verglichen. 


Als Spaltprodukte wurden dieselben Caseinlésungen, die zur Unter- 
suchung der tryptischen Spaltung verwendet wurden, so lange mit Trypsin 
gespalten, bis sie mit Chinidin keine Reaktion mehr zeigten, also im Sinne 
der Methode zu 100 Proz. aufgespalten waren. Diese Lésungen wurden zur 
Zerstérung des Trypsins aufgekocht. AuBerdem wurden auch ungekochte 
Caseinlésungen, die zu 100 Proz. aufgespalten waren, zu neuen Spaltungen 
zugesetzt (vgl. weiter unten). SchlieBlich wurden auch Spaltprodukte, die 
lurch vorsichtige Saéurehydrolyse aus der gleichen Natriumcaseinatlésung, 
die wir zur Spaltung benutzten, hergestellt waren, zu den Versuchen zugesetzt. 
Die Saéurespaltprodukte wurden natiirlich neutralisiert, hierbei — wie 
iberhaupt bei allen folgenden Versuchen — wurde sorgfaltig darauf ge- 
achtet, daB der Ionengehalt der verglichenen Systeme stets der gleiche war. 
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Die Spaltprodukte wurden auf ihren Gehalt an Gesamt-N und Amino. 
analysiert. Der Gesamt-N der Natriumcaseinatlésungen blieb natiirlicher. 
weise durch die tryptische Spaltung unveraéndert. Wahrend aber dj 
Natriumcaseinatlésungen keinen Amino-N-Gehalt zeigten, enthielten dj; 
zu 100 Proz. aufgespaltenen Lésungen (also die keine Chinidinreaktioy 
mehr gaben) 25 Proz. Amino-N. Das gleiche Verhalten zeigte die dure}, 
Siure bis zum Verschwinden der Chinidinreaktion hydrolysierte Spalt. 
produktlésung. Auch sie zeigte einen Gehalt von 25 Proz. Amino-N. Di 
Bestimmung erfolgte nach der van Slykeschen Methode. 


Da die Méglichkeit bestand, daB die Spaltprodukte in héherer Kon 
zentration einen EinfluB auf die Triibung des EiweiBes mit Chinidin und 
hierdurch auf die nephelometrisch ermittelten Werte ausiiben kénnten, 
wurden Fermentversuche, denen Spaltproduktlésungen zugemischt waren, 
angestellt, die die eigentlichen Versuche nachahmten. Dabei wun 
die Abnahme der Eiwei8menge nicht durch Fermentspaltung, wie bei den 
eigentlichen Versuchen, sondern durch Verdiinnung bzw. Entnahme ent. 
sprechend kleinerer Volumina der Caseinlésung erzielt. 


Versuch 23a zeigt die theoretischen und die gefundenen Werte, die 
im Fehlerbereich der Methode liegen. Er zeigt also, daB auch bei den Ver. 
suchen mit Spaltprodukten die Methode einwandfreie Werte gab. 


a) EinfluB gekochter tryptischer Spaltprodukte. 


Die Spaltprodukte wurden so hergestellt, daB eine Mischung, wie si 
zur Untersuchung der Spaltungen benutzt wird,@bis zum Verschwinde: 
der Chinidintriibung aufgespalten wurde. Nur wurde die doppelte Meng: 
Caseinlésung, d.h. 24cem bei 46cem Gesamtvolumen angewandt; es 
wurde auch eine staérkere Fermentlésung (1: 500) zur Spaltung verwanit 
Das System wurde genau so behandelt wie eine sonstige Fermentspaltung, 
d. h.es wurden angesetzt : 10ccm Casein, Phosphatpuffer pg 8,02, destilliertes 
Wasser zu 46 cem. 10ccem wurden entmommen und verworfen, 4 ccm 
Fermentlésung hinzugefiigt. Spaltung 1 bis 2 Stunden bei 37° bis zum 
Verfchwinden der Chinidinrezktion. Hierauf wurde die Lésung 5 Minute: 
gekocht und das weggekochte Wasser ersetzt. Von dieser Lésung wurde 
l5cem dem eigentlichen Spaltungsversuch zugesetzt. Diese Meng: 
entsprach rund 60 Proz. der Spaltprodukte, die aus dem Casein der Spaltungs- 
versuche iiberhaupt entstehen konnten. Die Spaltungen begannen als 
mit einem Spaltproduktgehalt von 60 Proz. AuBerdem wurde eine Vet 
gleichslésung hergestellt, die véllig analog der ,,Spaltproduktlésung” 
hergestellt wurde, nur enthielt sie kein Casein, sondern das gleiche Volume: 
einer sehr verdiinnten NaOQH-Lésung vom selben pg wie die Caseinlésung 
Thre Herstellung war sonst hinsichtlich Puffer, Fermentzugabe, Kochen usw 
ganz genau so wie die der ,,Spaltproduktlésung**. Von dieser Vergleichis- 
lésung wurden nun ebenfalls 15 ccm derjenigen Spaltung zugefiigt, gege! 
die die Spaltung, die von vornherein 60 Proz. Spaltprodukte enthielt 
verglichen wurde. Die Lésungen unterschieden sich also allein in ihren 
Gehalt an Spaltprodukten, von denen bei Beginn der Spaltung der Gehal' 
der einen 60 Proz., der anderen aber 0 war. Es erwies sich als vorteilhat' 
die Spaltprodukte nur mit n/30 Puffer anzusetzen und den Untersuchunes- 
lésungen nur so viel Puffermenge zuzusetzen, da® ihr Gehalt m/15 Putter 
nicht iiberschritt. 
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Versuche mit 60 Proz. Spaltprodukten im Vergleich mit Spaltungen 
ohne von vornherein zugesetzte Spaltprodukte (Abb. 11) zeigten gar 
keine baw. (Abb. 12) eine auBerst geringe, innerhalb der Methodenfehler 
Diese 
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Ergebnis wiederholt. 


liegende 
Versuche 
gleichen 





70 
dem o 


/o 


60 





50 


40 


Sn ating 





Min Min 
70 5 20 70 78 
Abb. 12. 


ohne Spaltprodukte. 
mit Spaltprodukte. 














Abb. 11. 
xX = ohne Spaltprodukte. x 
© = mit Spaltprodukte. oO 


b) EinfluB ungekochter tryptischer Spaltprodukte. 


Um den etwaigen EinfluB des Kochens auszuschalten, wurden 
Spaltprodukte wie oben hergestellt ; nur wurde das in ihnen noch vor- 
handene Ferment nicht zerstért, sondern das noch wirksame Ferment 
zur Spaltung der Versuche, denen das Spaltprodukt zugemischt wurde, 
mit verwandt und seine Wirksamkeit durch eine passende Menge 
frischen Ferments nur erganzt. 

Das Vergleichssystem wurde genau so hergestellt, wie oben ge- 
schildert, d. h. es wurde eine Lésung von derselben Zusammensetzung 
wie die Spaltproduktlésung, aber ohne Spaltprodukte bereitet. Sche- 
matisch sieht die Versuchsanordnung folgendermaBen aus: 


I II 


Spaltproduktlésung Vergleichsspalt produktlésung 


Puffer, 
Wasser, Fermentlésung 


Caseinlésung, Puffer, 
Wasser, Fermentlésung 


Ta Ila 


Versuchssystem 
Casein, Puffer, Wasser, 
Ferment + (15 cem) Lésung I 

Biochemische Zeitschrift Band 177. 


Vergleichsversuchslésung 
Casein, Puffer, Wasser, 
Ferment + (15 cem) Lésung IT 

7 
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Die zu vergleichenden Systeme unterscheiden sich nur darin, (af 
I 60 Proz. Spaltprodukte enthalt und IT nicht. 

Die Versuche 26 und 27 zeigen, daB die tryptischen Spaltprodukte 
keinen EinfluB auf die Spaltung ausiiben. 


c) Einwirkung von Sdurespaltprodukten. 


Zur Herstellung von Séurespaltprodukten wurden 250 cem der Original). 
Natriumcaseinlésung mit 30 ccm n HCl versetzt und auf dem Wasserhad 
wieder auf 250ccm eingeengt. Die Lésung wurde am Riickflukiihler 
einige Tage gekocht, wobei sie sich allmahlich braunlich farbte. Hin und 
wieder wurden Proben von | bis 2 ccm entnommen und mit Chinidin gepriift 
Die entnommenen Mengen wurden durch Zusatz einer gleichkonzentrierte: 
Salzsiure wieder ersetzt. Die Lésung wurde so lange gekocht, bis sie keine 
Chinidinreaktion mehr zeigte. Sodann wurden 30ccem n NaOH hinzv. 
gegeben und das Volumen wieder auf 250 ccm gebracht. Auf diese Weise 
war aus einer Caseinlésung eine 100 Proz. Spaltprodukte enthaltende 
Saurespaltproduktlésung hergestellt. Als Vergleichsspaltproduktlésung 
dienten 250cem NaOH vom gleichen py wie die Caseinlésung + 30 ccm 
n HCl + 30cem n NaOH. Die Lésung wurde ebenfalls auf 250 ccm 
eingeengt. Von der ersten Lésung wurden 7,2 ccm = etwa 60 Proz. Spalt 
produkte den Versuchen zugesetzt. Dem Vergleich wurden 7,2 cem de1 
Vergleichsspaltproduktlésung hinzugefiigt. 

Wie Versuch 28 zeigt, tiben auch die Saurespaltprodukte in der 
vorliegenden Versuchsanordnung, ebenso wie das tryptische Spalt 
produkt keinerlei Einflub auf die tryptische Spaltung. 

Diese Ergebnisse stehen anscheinend in Widerspruch mit den 
Angaben von Northrop tiber den hemmenden EinfluB der Spaltprodukte 
auf die tryptische Spaltung, Angaben, die wir bei Wiederholung der 
Versuchsanordnung von Northrop bestitigen konnten. Man mu aber 
bedenken, daB Northrop den Fortschritt der fermentativen Spaltung 
durch die Zunahme der Leitfahigkeit, die durch die Vermehrung der 
Spaltprodukte bedingt ist, nachwies, wihrend bei uns das Verschwinden 
des hochkolloidalen urspriinglichen EiweiBkérpers bestimmt wird. 
Es spricht vieles dafiir, daB die beiden Methoden verschiedene ,,Gebiete" 
der fermentativen Spaltung erfassen, die verschieden von den Spalt- 
produkten beeinfluBt werden. Es ist auch zu beachten, daB diejenige 
Fraktion des Verdauungsgemischs, die den ,,Hemmungskérper“ von 
Northrop darstellt, nicht identisch mit unseren ,,Spaltprodukten“ ist 


IV. Einflu8 der Temperatur auf die Gestalt der Zeit-Umsatzkurve. 


Es wurde weiterhin versucht, die Spaltungsgeschwindigkeit zu 
andern, ohne die Ferment-Substratkonzentration zu _ verschieben 
Hierzu wurden Spaltungen bei gleichem Ferment- und Substratgehatt, 
aber bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt, um verschiedene 
Geschwindigkeiten des Spaltungsvorgangs zu erzielen. 
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Die Versuche 32 und 33 (Vgl. Abb. 13) zeigen, daB fiir den Kurven- 
verlauf gleich ist, ob die Erhéhung der Geschwindigkeit durch Vari- 
ition des Ferments bzw. des Substrats oder durch Variation der 
Temperatur erreicht wird. Stets sind die Kurven, die eine héhere 
Anfangsgeschwindigkeit haben, starker 
gekrimmt, wahrend die Kurven mit 
geringer Anfangsgeschwindigkeit gerad- 
nig verlaufen. 

Aus dem Vorherigen ist ersicht- 
ich, daB die Spaltungskurven im Zeit- 
raum von 30 Minuten nur dann gerad- 
nig sind, wenn die Spaltung in dieser 
Zeit etwa bis 50 Proz. geht. Verlaiuft 
die Spaltung schneller, so werden die 
Kurven gekriimmter. Soweit es sich 
bis jetzt tibersehen lat, beruht diese 
\nderung der Kurvenform bei Anderung 
der Anfangsgeschwindigkeit nicht auf 
einer Anderung des Bindungsverhalt- 
nisses Ferment—Substrat, wenn die 
Geschwindigkeit durch Variation der 
Ferment- oder Substratkonzentration geaindert wird. Auch die Aciditat 
les Milieus, wie auch die Spaltprodukte kénnen nach den vorliegenden 
Untersuchungen fiir die Verzégerung des Spaltungsvorgangs nicht ver- 
utwortlich gemacht werden. Weitere Untersuchungen an gereinigten 
Fermenten werden wohl eine Aufklarung des Wesens der funk- 
tionellen Beziehung zwischen Anfangsgeschwindigkeit und Kurven- 
krimmung bringen. 


Auszug aus den Protokollen. 


Versuch 1. Verlauf der Caseinspaltung bei 120 Minuten Spaltungszeit. 
Es wurden gleichzeitig vier Parallelversuche angestellt. Zusammensetzung : 
12cem Caseinlésung, 15 cem Phosphatpuffer, destilliertes Wasser zu 46 ccm, 
teem Fermentlésung 1: 7000, py 7,8. 





Minuten : 15 0 


29 


Spaltung, Proz. 





5,395 
6,014 
5,947 
5,942 
5.973 
6.613 
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Versuch 2. 


Verlauf der Caseinspaltung bei 120 Minuten Spaltungs:eit, 
Es wurden gleichzeitig vier Parallelversuche angesetzt. Zusammensetzung 
wie oben, py 7,8. 


Minuten : 15 30 
Spaltung, Proz. 


23,9 





45 60 | 90 120 10 
363 | 50,1 | 628 | 71,3 | 77,1 | 800 
Versuch 3. Verlauf der Caseinspaltung bei 60 Minuten Spaltungszei 
Fermentkonzentration in I und II wie 1:2. Zusammensetzung: 12 cey 
Caseinlésung, 12ccm Phosphatpuffer, destilliertes Wasser zu 46 ccm 
4ccm Fermentlésung in I 1 : 4000, in IT 1: 2000, py in I 8,2, in IL 8,18 
Minuten : 15 w» 
I 





45 
Il I 
Spaltung, Proz. 





| II 1 | a I 
25,4 | 45,1 33,3 70,0 51,1 | 87,2 66,7 | 


— |819 — 
Versuch 4. Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten (IT) und bei 120 Minute: 
(II) Spaltungszeit. Zusammensetzung : 15 cer 


12cem Caseinlésung, 
Phosphatpuffer (p,, 8,04), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4ccm Ferment 
lésung (in I 1: 3000, in IIT 1: 9000). 


Minuten: 5 


Il I Il I 
20 


40 15 





10 
Spaltung, Proz. 


Il I II I I 

60 20 80 25 10 
10,6 | 23,4 29,8 40,4 47,2 | 481 58,6 55,4 | 70,8 | 60/ 
Versuch 5. Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten ([) und bei 175 Minute: 
(II) Spaltungszeit. Zusammensetzung : 


Caseinlésung, 15 cc 


12 ccm 
Phosphatpuffer (?/,,m), destilliertes Wasser zu 46ccm, 4ccm Ferment 
lésung in I 1: 3000, in IT 1: 8000, Py in I 8,03, in IT 8,01. 


I ll I 
Minuten : 5 25 10 


88 | 11,1 13,1 


Il I Il I 
50 20 100 wn 
22,5 28,3 32,6 





Il 
150 
Spaltung, Proz. 426 | 37,1); — 402 

Versuch 6. Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten Spaltungszeit. 
wurden vier Parallelversuche angesetzt. Zusammensetzung: 12 ecm Casei: 
lésung, 15cem Phosphatpuffer (pq 8,09, 4/,,m), destilliertes Wasser 
46 ccm, 4ccm Fermentlésung | : 3000. 

; Minuten : . oa a age rT 
Spaltung, Proz. 43 15,9 34.0 42.6 48.7 
Versuch 7. 


Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten Spaltungszeit. 
wurden drei Parallelversuche angesetzt. Zusammensetzung: 12 cem Case 
lésung, 15ccm Phosphatpuffer (py 8,09, 


46 ccm, 4ccm Ferment | : 3000. 





59.5 


, ie 
Es & puffe 
0 Ferm 
/y3m), destilliertes Wasser f@iiir | 
4 8 12 16 20 24 8 
Spaltung, Proz. 5,7 | 13,4 34,0 44,4 53,2 


Minuten : 





24.3 


62,6 
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Versuch 8. Tryptische Caseinspaltung in Gegenwart von Glykokoll- 
puffer (1) und von Phosphatpuffer (II). Zusammensetzung: I 12 cem 
Caseinlésung, 12 cem Glykokollpuffer ('/,;,m, py 8,06), destilliertes Wasser 
m 46cem. 4ccm Fermentlésumg 1:6500. II 12 ccm Caseinlésung, 
12cem Phosphatpuffer ('/,,m, pg 8,1), 4ccem Fermentlésung | : 6500. In 
I py 8,06, in IT 8,04. 





Minuten : 15 » i) 150 
rilealalo il atetTaltelatalea 
Spaltung . Proz. 69 16,6 28,1 25,9 39,3536.3 47,5.43,3 53,150,0 58,0 55.0 


Versuch 9. Tryptische Caseinspaltung bei einem pg 5,75 (I) und py 8,6 
II). Zusammensetzung: 12cem Caseinlésung, 15cem Phosphatpuffer 
‘sm, Pq 5,78 in I, 8,07 in IT), destilliertes Wasser zu 46 ccm. 4 ccm 
Fermentlésung 1; 2400 in I, 1: 3200 in IT. (Vorlagepuffer fiir I p,, 8,06, 
fiir TI 7,78.) 





Minuten : 


Spaltung . Proz. 7,1 10,6) 23,9'24,6 32,7 33,3 45,1/45,9 55,856,2 60,3, 59,8 


Versuch 10. Tryptische Caseinspaltung bei einem py 6,95 (I) und 
Py 7,62 (II). Zusammensetzung: 12 cem Caseinlésung, 15 ccm Phosphat- 
puffer (*/,;;m, pq 6,96 in I, 7,78 in II), 4cecem Fermentlésung 1 : 2500 in I, 
|: 3000 in Tl. (Vorlagepuffer fiir IT py 7,78, fiir II 7,78.) 





Minuten : 5 10 15 2 w» 
tiaistlwels mi cy 1/0 
Spaltung . Proz. 10,4 83 22,721,0 36,5354 54,1 53,1 70,364,3 77,5 783 


Versuch 11. Tryptische Caseinspaltung bei einem p,, 8,96 (IL) und einem 
?y 8,03 (I). Zusammensetzung: 12 ccm Caseinlésung, 15 ccm Phosphatpuffer 
‘5M, Py 8,03 in I, und py 8,98), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4 ecm 
Fermentlésung 1 : 3000 (im I), 1: 2500 (in II). (Vorlagepuffer fiir I pg 7,78, 
fiir IT 7,75.) 





Minuten : ’ 15 20 25 » 
cui rinit:l/atrelatralta 


Spaltung . Proz. 13,813,8 27,4.25,2 37,333,3 47,345,9 54,6612 57,2 58,4 


Versuch 12. Tryptische Caseinspaltung bei einem pq 8,02 (I) und 
Py 9,42 (II). Zusammensetzung: 12 ccm Caseinlésung, 15 ccm Phosphat- 
puffer (*/,;m, pq 8,02in ITund p, 9,42 in IT), destilliertes Wasser zu 46 ccm. 
Fermentlésung 1 : 3000 (I) und 1 : 2400 (II). (Vorlagepuffer fiir I py, 7,78, 
fiir IL gy 6,79.) 





Minuten : 10 15 20 25 w 


rp[ufvrfajrlalr faye lo 1 | 
Spaltung . Proz. 13,6)12,2 | 28,8273 45,0/43,3 56,3'55,3 69,1 69,1 77,3) 75,3 
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Versuch 2. Verlauf der Caseinspaltung bei 120 Minuten Spaltungs:eit, 
Es wurden gleichzeitig vier Parallelversuche angesetzt. Zusammensetzing 
wie oben, py 7,8. 





Minuten : 15 x» 45 60 90 12 1% 


Spaltung, Proz. 239 363 50,1 | 628 71,3 77,1 | 800 


Versuch 3. Verlauf der Caseinspaltung bei 60 Minuten Spaltungszeit 
Fermentkonzentration in I und IT wie 1:2. Zusammensetzung: 12 ccm 
Caseinlésung, 12cem Phosphatpuffer, destilliertes Wasser zu 46 ccm 


4ccm Fermentlésung in I 1 : 4000, in IT 1: 2000, py in I 8,2, in IT 8,18 








Minuten : 15 » 35 45 60 
I ul I Il 1 | on I Il 1 
Spaltung, Proz. 25.4 | 45.1 33,3 70,90) 51,1 | 87,2 667|; — 819 — 


Versuch 4. Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten (I) und bei 120 Minute: 
(II) Spaltungszeit. Zusammensetzung: 12cem Caseinlésung, 15 cer 


Phosphatpuffer (p,, 8,04), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4cem Ferment. 


lésung (in I 1: 3000, in IT 1: 9000). 





I Il I Il I Il I Il I Il 
Minuten: 5 20 10 40 15 60 20 80 25 1 


Spaltung, Proz. 10,6 | 234 29,8 404 47,2 48,1 586 554 70,8 | 606 


Versuch 5. Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten (I) und bei 175 Minute: 
(II) Spaltungszeit. Zusammensetzung: 12cem Caseinlésung, 15 cc 
Phosphatpuffer (1/,;m), destilliertes Wasser zu 46ccm, 4ccm Ferment 
lésung in I 1 : 3000, in IT 1: 8000, p, in I 8,03, in IT 8,01. 





‘ I ul I I I ll I Il I " 
Minuten : 5 25 10 30 20 100 » 130 175 
Spaltung, Proz. 88 | 11,1 13,1 225 283 326 426 37,1 — 402 


Versuch 6. Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten Spaltungszeit. E- 


wurden vier Parallelversuche angesetzt. Zusammensetzung: 12 ccm Casei: 
lésung, 15cem Phosphatpuffer (py, 8,09, '/,;m), destilliertes Wasser 7 
46 ccm, 4ccm Fermentlésung | : 3000. 





Minuten : 5 10 15 20 25 ») 


Spaltung, Proz. 43 15.9 34.0 42.6 48.7 59.5 


Versuch 7. Verlauf der Spaltung bei 30 Minuten Spaltungszeit. |! 
wurden drei Parallelversuche angesetzt. Zusammensetzung: 12 cem Case" 
lésung, 15cem Phosphatpuffer (py 8,09, */,,m), destilliertes Wasser 
46 ccm, 4ccm Ferment 1 : 3000. 





Minuten : 4 8 12 16 20 24 2 
Spaltung, Proz. 5,7 13,4 24,3 34,0 444 53,2 62 
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Versuch 8. Tryptische Caseinspaltung in Gegenwart von Glykokoll- 
putfer (I) und von Phosphatpuffer (II). Zusammensetzung: I 12 ccm 
Caseinlésung, 12 cem Glykokollpuffer ('/;,;m, py, 8,06), destilliertes Wasser 

46cem. 4cecm Fermentlésumg 1:6500. IL l2cem Caseinlésung, 
12 cem Phosphatpuffer ('/,;m, py 8,1), 4ccm Fermentlésung 1 : 6500. In 
I py 8,06, in IT 8,04. 





Minuten 15 » 
rialelan 7 1 su 
Spaltung . Proz. 69 16,6 28,1259 39,35 36,3 47,543.3 53,150.0 58.0 55.0 


Versuch 9. Tryptische Caseinspaltung bei einem pq 5,75 (1) und py 8,6 

IT) Zusammensetzung: 12ccem Caseinlésung, 15cem Phosphatpuffer 

;™m, Pq 5,78 in I, 8,07 in IT), destilliertes Wasser zu 46ccm. 4 ccm 

Fermentlésung 1: 2400 in TI, 1: 3200 in IT. (Vorlagepuffer fiir I p,, 8,06, 
fiir II 7.78.) 





Minuten : 


Spaltung . Proz. 7,1 10,6) 23,9'24,6 32,7333 45,1459 55,8562 60,3 598 


Versuch 10. Tryptische Caseinspalturg bei einem py 6,95 (I) und 
Py 7,62 (II). Zusammensetzung: 12 cem Caseinlésung, 15 ccm Phosphat- 
puffer ("/,5;m, py 6,96 in I, 7,78 in IT), 4cem Fermentlésung 1 : 2500 in I, 
1: 3000 in TI. (Vorlagepuffer fiir T pq 7,78, fiir IT 7,78.) 





Minuten : 5 10 : w 
riaietTle@ie i 1] n 
Spaltung . Proz. 10,4 8,3 22,7210 36,535,4 54,153,1 70,364,3 77,5) 78,3 


‘ 
Versuch 11. Tryptische Caseinspaltung bei einem p,, 8,96 (IL) und einem 
Py 8,03 (I). Zusammensetzung: 12 ccm Caseinlésung, 15 ccm Phosphatpuffer 
‘iM, Pq 8,03 in I, und py 8,98), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4 ecm 
Fermentlésung 1 : 3000 (in I), 1: 2500 (in II). (Vorlagepuffer fiir I py 7,78, 


fiir II 7,75.) 





Minuten : § : ‘ wD 
EUs BEE Tat 1 I Il 


Spaltung . Proz. 13,8138 27,4 25,2 37,333,3 47,3459 54,6.61,2 57,2 58,4 


Versuch 12. Tryptische Caseinspaltung bei einem pq 8,02 (I) und 
Py 9,42 (II). Zusammensetzung: 12 ccm Caseinlésung, 15 cem Phosphat- 
puffer (*/,,;m, pq 8,02in und p, 9,42 in IT), destilliertes Wasser zu 46 ccm. 
Fermentlésung | : 3000 (I) und 1 : 2400 (IT). (Vorlagepuffer fiir I pg 7,78, 
fiir IL gy, 6,79.) 





Minuten : ‘ : 25 » 


I , rinisia 
Spaltung . Proz. 13,6122 28,8273 45,0/43,3 56,3'55,3  69,169,1 77,3) 75,3 
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Versuch 13. Caseinspaltung bei verschieden Fermentmengen (\ er 
haltnis 1:2) bei gleichem py. Zusammensetzung: 12 ccm Caseinlésing 


15cem Phosphatpuffer (*/;;m, pg 8,02), destilliretes Wasser zu 46 com, 


4cem Fermentlésung 1: 1000 (I) und 1: 2000 (IT). 





Minuten 5 10 15 Pl) 25 





I TH I nit 1 I wpitia 
Spaltung, Proz. 33,3 17,3) 62,5 363794 — 881 623) — 723 


Versuch 14. Caseinspaltung bei verschiedenen Fermentmengen (Ver 
haltnis 2:3) bei gleichem py. Zusammensetzung: 12 cem Caseinlésung 
15cem Phosphatpuffer ('/,,m, py 8,02), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 
4cem Fermentlésung 1: 1000 (I), 1: 1500 (IT). 





Minuten : 5 10 15 20 25 w 


riairliaovetlwaheluhaeleodvaula 
Spaltung . Proz. 10,0) 6,4 25,8)15,9 36,1204 51,9 29,1 63,638,1 77,0 47,7 


Versuch 15. Caseinspaltung bei verschiedenen Fermentmengen (Ver 
haltnis 4:3) bei gleichem p,. Zusammensetzung: 12 ccm Caseinlésung, 
15cem Phosphatpuffer ('/,,m, py 8,0), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 
4ccm Fermentlésung 1: 1000 (I), 1: 1333 (IT). 





Minuten : 5 10 15 20 25 x) 


rimatit:l aie loaielatelea te slo 
Spaltung . Proz. | 17,1) — | 30,5/22,7 45,2333 64,7462 744/548 65,6 





Versuch 16. Caseinspaltung bei gleichen Ferment- und variierte: 
Substratmengen (Verhiiltnis 1:2), bei gleichem py. Zusammensetzung 
12 cem Caseinlésung (in I), 6cem Caseinlésung (in IL), 15 cem Phosphat-. 
puffer ("/,;;m, Py 8,0), destilliertes Wasser zu 46 cem, 4 ccm Fermentlésung 
1 : 3000. 











Minuten : 5 10 15 20 25 » 
rIimitimir:is r|lale:elatvila 
Spaltung . Proz, | 6,2 {18,2 12,3 28,6) 19,1/37,3 24,3462) — (53,1) 35,8 62.6 


Versuch 17. Caseinspaltung bei gleichen Ferment- und variierten 
Substratmengen (Verhaltnis 2:3), bei gleichem py. Zusammensetzung 
12 ccm Caseinlésung (in I), 18 cem Caseinlésung (in IT), 15 cem Phosphat 
puffer (/,;m, py 8,02), destilliertes Wasser zu 46ccm, 4ccm Ferment- 
lésung 1 : 3000. 





Minuten : 5 10 15 20 25 x») 
I Il I Il I Il I Il I Il I I 


Spaltung . Proz. 16,0 7,1 | 25,8/15,0 36,0/21,3  43,3/26,5| 52,8/33,3 | 58,0 
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Versuch 18. Caseinspaltung bei gleichen Ferment- und variierten 
bstratmengen (Verhiltnis 3:4), bei gleichem py. Zusammensetzung: 
em Caseinlésung (in I), 16 cem Caseinlésung (in IT), 15 cem Phosphat- 
iffer (4/;5 mM, Py 8,02), 4 com Fermentlésung | : 3000. 





Minuten : 5 


I 
Spaltung . Proz. 14,9 3,8 24,2 9,9 35,821,2 47,6331 56,3427 65,8 51,2 


Versuch 19. Caseinspaltung bei gleichsinniger Variation der Ferment- 
ind Substratmenge. Zusammensetzung: in I 12 ccm Caseinlésung, 4 ccm 
Fermentlésung 1: 3000, in II 6ccm Caseinlésung, 4cem Fermentlésung 
1: 6000; je 15cem Phosphatpuffer ('/,;,;m, pq 8,02), destilliertes Wasser 
zu 46c¢cem., 





Minuten : 5 


ree z 
Spaltung, Proz. 21,9 | 22,0 23,9 23,9 26,7 26,7 33,3 | 33,8 | 45,4 | 45,8 


Versuch 20. Caseinspaltung bei gleichsinniger Variation der Ferment- 
und Substratmenge. Zusammensetzung: I 12 ccm Caseinlésung, 15 ccm 
Phosphatpuffer (wie oben), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4 ccm Ferment- 
jsung 1: 3000, py 8,02. IT 12 cem Caseinlésung, 15 ccm Phosphatpuffer 
(wie oben), destilliertes Wasser zu 46ccm, 4ccm Fermentlésung 1: 1500, 
py 8,02. IIL 6cem Caseinlésung, 15cem Phosphatpuffer (wié oben), 
destilliertes Wasser zu 46ccm, 4ccm Fermentlésung | : 3000, py 8,02. 





Minuten 5 10 15 


I 1 ill I Il Mm I iN 
Spaltung, Proz. 13,1 25.8 20.5 39.4 398 32.7 62.9 





Minuten : 25 


I ul I uo) mm 
Spaltung,Proz. 44,2 | 71,9 71,5 49,1 | 85,5 83,7 | 60,9 — 


Versuch 21. Caseinspaltung bei gleichsinniger Variation der Ferment- 
und Substratmenge. Zusammensetzung: I 12 ccm Caseinlésung, 15 cem 
Phosphatpuffer (wie oben), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4ccm Ferment 
1:3500. IL 12ccm Caseinlésung, 15ccm Phosphatpuffer (wie oben), 
destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4ccem Ferment 1: 1750. III 6 cem Casein- 
léisung, 15 ccm Phosphatpuffer (wie oben), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 
4ceem Ferment 1 : 3500. 





Minuten : 5 10 15 


I oa imgthe ll mm I ul tl 
Spaltung, Proz. 7,2 169 | 184 2;' 333 359 | 314 | 50.0 | 50.0 


’ 





Minuten : 20 
I ae 


Spaltung, Proz. 43,4 65,4 
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Versuch 23. Caseinspaltung bei gleichsinniger Variation der Ferme:t 
und der Substratmenge. Zusammensetzung: I 12 cem Caseinlésung, 15 com 
Phosphatpuffer (wie oben), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4ccm Ferment 
1: 3000. IL 12cem Caseinlésung, 15cem Phosphatpuffer (wie oben), 
destilliertes Wasser zu 46 ccm, 4ccm Ferment 1: 1500. IIT 6 cem Casein. 
lésung, 15 ccm Phosphatpuffer (wie oben), destilliertes Wasser zu 46 ccm, 
4cem Ferment 1 : 3000. 





Minuten : 5 10 15 


I Il Ill I n |midt 1" il 
Spaltung, Proz. 9,1 | 29,7 | 30,5 20,1 481 | 474 | 29,7 | 592 595 





Minuten : 20 25 w 
ee: i i mM - > a 1 7 Il I 
Spaltung, Proz. 39,2 78.7 785 48,2 --- _ 59.4 a 


Versuch 23a. Einflu8 der Spaltprodukte bei der nephelometrische: 
Ablesung. I Verdiinnung der Caseinlésung mit destilliertem Wasser. II Ver- 
diinnung mit Sfurespaltprodukten. III Verdiinnung mit fermentativen 
Spalt produkten. 





I Il I 
Theoretischer Gefundener Theoretischer Gefundener Theoretischer Getundener 
Wert Wert Wert Wert Wert Wert 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 
20 20,0 20 19,8 20 19.8 
40 413 40 4L1 40 42.5 
60 58,5 60 62,2 60 63,4 


Versuch 24. EinfluB der Spaltprodukte auf die tryptische Casein. 
spaltung. Spaltprodukte: 48ccm Caseinlésung, 30ccm Phosphatputfer 
(‘/15™m, Py 7,94), destilliertes Wasser zu 92 ccm, davon 72 cem mit 8 ccm 
Fermentlésung 1 : 150 versetzt, bei 40° im Wasserbad bis zur EiweiBfreiheit 
aufgespalten, dann 10 Minuten gekocht. Vergleichslésung : 48 ccm destilliertes 
Wasser + 30 ccm Phosphatpuffer (*/;,m, mit NaOH auf py 7.94 gebraclit), 
auf 92 ccm aufgefiillt, bei 40° 8ccem Fermentlésung (1: 150) hinzugefiigt, 
10 Minuten gekocht. Stammldésung: 72 ccm Caseinlésung, 90 cem Phosphat- 
puffer (wie oben), destilliertes Wasser zu 186 ccm. 

Zusammensetzung: I 3lcem Stammlésung, 15ccm Spaltprodukte, 
4ccm Fermentlésung (1 : 2900), gy 7,98. II 31 cem Stammlésung, 15 ccm 
Spaltprodukte, 4ccm Fermentlésung (1: 2900), py 7,98. 





Minuten : 5 10 15 20 25 w 


I] i Ii u I fl I I I 


I ll 
Spaltung . Proz. 13,513,5  25,0/25,3 31,7 31,5  37,5/37,3 41,2/42,.6 49,1 493 


Versuch 25. EinfluB der Spaltprodukte auf die tryptische Casein- 
spaltung. Spaltprodukte: 48 cem Caseinlésung (pq 10,35), 15 cem Phosphat 
puffer (?/,;m, Pq 7,94), destilliertes Wasser zu 92cem. Sonst wie im Ver- 
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eh 24 behandelt. Vergleichssalzlésung: 48 ccm destilliertes Wasser (mit 
YaCH auf py 10,69 gebracht), 15ccem Phosphatpuffer ('/,,m, py 7,94), 
stiliertes Wasser zu 92ccm. Sonst wie im Versuch 24. Stamm:désung: 
72ccm Caseinlésung, 90 ccm ('/,,m) Phosphatpuffer (py 8,04), destilliertes 
Wasser zu 186 ccm. 
Zusammensetzung: I 3lccm Stammldésung, licem Spaltprodukte, 
seom Fermentlésung 1: 3100, ¢y 7,98. II 3lcem Stammlésung, 15 cem 


Vergleichssalzlésung, 4ccm Fermentliésurg 1: 3100, 7y 8,01. 





Minuten : 10 


I Il I Il I I I I 


Spaltung . Proz. 24,527.2 33,837,.2 44,1468 50352,9 55,2593 63,8 65.8 


Versuch 26. EinfluB der Spaltprodukte (ungekocht). I 24 ccm Casein- 
sung, 15cem Phosphatpuffer (1/.9m), py 8,0, destilliertes Wasser zu 
j6cem (10 cem verworfen) + 4cem Fermentlésung 1 : 500. II 24ccem 
lestilliertes Wasser, 15ccm Phesphatpuffer ('/.9m), 7_ 8,0, destilliertes 
Wasser zu 46cem (l0cem verworfen) + 4ccm Fermentlésurg 1; 500. 

l2eem Caseinlésung + 15cem Lésung I, licem Puffer ('',,m), de- 
tilliertes Wasser zu 46 ccm + 4ccem Fermentlésurg 1: 3000. IIa 12 ccm 
Caseinlésung + l5cem Lésung II, licem Puffer ('/,,m), destilliertes 
Wasser zu 46cem + 4ccm Fermentlésung 1: 3000. Ta 73, 8.0, Ila 7,99. 





Minuten : 10 15 20 25 
I 1 I 1 I ul i OU 
Spaltung . . Proz. 11,2 11,5 246 23.6 32.7 | 32.2 440 444 


Versuch 27. EinfluB der Spaltprodukte (ungekocht). Anordnung wie 
m Versuch 26. I py 8.1, IT py 8,09. 





Minuten : 
I 
Spaltung, Proz. 99 115 23.1 25.1 33.2 33,3 405/423 47.5 | 48.0 


Versuch 28. Einflu®B der Saurespaltprodukte auf die tryptische Casein- 
spaltung. I 12cem Caseinlésung, 7,2ccm Saurespaltprodukte, 15 cem 
Phosphatpuffer (1/,,m, py 8,02), destilliertes Wasser zu 46 ccm. IT 12 ccm 
Caseinlésung, 7,2cem Salzgemisch'), 1l5cem Phosphatpuffer (?/,,m, 
py 8,02), destilliertes Wasser zu 46cem. Zu I und IT je 4ccem Fermert- 
surg 1: 3000. 





Minuten 
Il Il Il 
Spaltung, Proz. 11,1 11,1 248 | 245 34,1 33.7 53.7 510 615 615 


1) Das Salzgemisch enthalt dieselbe Menge Cl- und Na-Ionen wie 
Lésung I. 
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Versuch 32. Tryptische Caseinspaltung bei verschiedenen Temperat ire; 
Zusammensetzung: 12cem Caseinlésung, 15ccem Phosphatpuffer (!',. y 
Py 8,02), destilliertes Wasser zu 46cem, 4ccm Fermentlésung 1 : 25( 
Ill bei 25°, IT bei 35°, I bei 40°. 





Minuten 5 10 15 25 7 


I WoW I i Wl I i Wi I i oem i! Il 


Spalt., Proz. 18,1, 9,9 6,1 32,0/22,7 13,0 51,6/35,7 27,2 66,7 56,5 48,8 68,9 —  — 


Versuch 33. Tryptische Caseinspaltung bei verschiedenen Temperature; 
Zusammensetzung wie in Versuch 32. I bei 30°, IT bei 35°, ITI bei 40 





Minuten : 5 10 15 20 25 


I HW | I ol I I ol I HW ol I I 


Spalt., Proz. 10,8 14,5 30,8 21,0 25,8 50,0 33,2 37,8 57,6 45,0 44.4 64,5 55,0 54,2 668 
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Zur nephelometrischen Methodik der Trypsinbestimmung. 
Von 
P. Rona und H. Kleinmann. 


Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Charité, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 27, Juli 1926.) 


In dieser Zeitschr. 169, 4/6, 320 ist von uns eine Methode der 
Messung tryptischer Vorginge beschrieben worden, die auf der Triibung 
von Natriumcaseinatlésungen mittels 5ccm hei® gesattigtem Chinidin. 
hydrochlor.-Lésung und nephelometrischer Triibungsmessung beruht. 


Die als Reagens benutzte Lésung von Chinidin. hydrochlor. wurde 
so bereitet, daB in einem, in einem siedenden Wasserbad stehenden 
Kolben Chinidin. hydrochlor. bis zur Sattigung gelést wurde ‘und die 
Lisung mindestens 24 Stunden lang auskristallisieren gelassen wurde. 
Die klare, griin gefarbte Lésung wurde abfiltriert und diente als Reagens. 
Der Kristallbrei wurde wieder mit H,O versetzt und erneut zu einer 
heiB gesattigten Lisung verarbeitet, usf. 

Es zeigte sich nun bei lingerem Arbeiten, daB bei standiger Be- 
nutzung der imrher wieder in der Kalte auskristallisierenden Chinidin- 
kristalle die Triibungskraft des Reagens abnimmt. Auch zeigte sich, 
daB verschiedene Proben Chinidin. hydrochlor. bei véllig gleicher 
Bereitung gesittigte Lésungen ergaben, die verschiedene Triibungskraft 
besitzen. Zusammen mit der Triibungskraft geht auch das proportionale 
Verhalten von Triibung und Konzentration verloren. Ein Neutralisieren 
der schwach alkalischen Chinidinlésung fiihrte sie mitunter auf ihr 
normales Verhalten zuriick, niitzte aber nicht immer. Dagegen wird die 
oft stark griine Fairbung der Lésungen, die stért, beim Neutralisieren 
gelblicher und sehr viel heller. Bei Anwendung von 7,5 ccm der ver- 
schiedenen Chinidinlésungen unter den vorliegenden Bedingungen 
glichen sich aber die Unterschiede stets aus, und stets war gute Pro- 
portionalitat bis 75 bis 80 Proz. Spaltung zwischen Triibung und Kon- 
zentration vorhanden. 

Es hat also den Anschein, als ob beim Lésen des Chinidin. hydrochlor. 
mitunter eine Substanz entsteht (Base ’), die oberflichenaktiv die 
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Triibungen beeinfluBt oder auf die Léslichkeitsverhaltnisse des Chinic ins 
wirkt. 

Daher wurde die gegebene Methode so verindert, daB die | 
gesiittigten Chinidinlésungen mit einigen Tropfen verdiimnter I ( 
schwach lackmussauer gemacht werden. Die Lésung muB dam 
mindestens 24 Stunden auskristallisieren. 

Es werden von ihr dann nicht mehr 5ccm unter den gegebenen 
in der Methode genau beschriebenen Bedingungen, sondern 7,5 cen 
als Reagens verwandt. 

Das Gesamtvolumen der zu messenden Lésungen betragt dam 
nicht mehr 20, sondern 22,5cem, auf die dann mit H,O aufgefiillt 
werden mub. 

Haben wir nach dieser Vorschrift gearbeitet, so erhielten wir immer 
zuverlissige Werte. 
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Untersuchungen iiber Photoaktivitit, 


Von 
Norbert Henning und Werner Schaefer. 


(Aus der Infektionsabteilurg des stadtischen Rudolf-Virchow- 
Krankenhauses, Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1926.) 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


Den Ausgangspunkt vorliegender Untersuchungen bildete die 
Feststellung Takahashis (1), daB ein von ihm hergestelltes Vitamin-A- 
Priparat, ,,Biosterin“, im Dunkeln in die Nahe einer photographischen 


Platte gebracht, diese so ,,belichtet, daB sich an der betreffenden 
Stelle nach Entwicklung eine Schwiarzung ergibt. Die Reaktion wurde 
verstirkt, wenn das Priparat vorher mit ultraviolettem Licht bestrahlt 
war. Hamano(2) konnte die Zahl der ,,photoaktiven“ Substanzen 
betrachtlich erweitern (Cholesterin, Lebertran, Butter, Olivenél usw.). 
Dieses Phinomen war um so erstaunlicher, als eben Hess (3), Hess und 
Weinstock (4), Gydrgy (5), Parsons (6) u. a. iiber die Heilung bzw. 
Verhiitung der menschlichen und experimentellen Rachitis mit be- 
strahltem Lebertran, pflanzlichen Olen, Milchpulver usw. berichtet 
hatten. Takahashi und Hamano nahmen auf Grund ihrer Versuche 
einen Parallelismus zwischen Vitaminreichtum und Photoaktivitat an. 
Nach AbschluB unserer Untersuchungen wurden uns die Arbeiten 
von Vollmer (7), Haxthausen (8) und Beck (9) bekannt. 


Methodik. 


Die zu untersuchenden Substanzen wurden in gewéhnlichen Block- 
schalchen, die bis zu 1 mm vom Rande gefiillt waren, bestrahlt. Als Licht- 
quelle diente eine Quecksilberdampfquarzlampe (Bachs kiinstliche Héhen- 
sonne). Dauer der Bestrahlung eine halbe Stunde bei einem durchschnitt- 
lichen Abstand von 20cm. Nach der Bestrahlung wurden die Schalchen 
in der Dunkelkammer in lichtsichere Holzkasten gebracht und dort mit 
photographischen Platten (Agfa Extrarapid) bedeckt. Die Schichtseite 
der Platte war der bestrahlten Masse zugekehrt. Expositionszeit 24 Stunden, 
danach Entwicklung und Fixierung in der iiblichen Weise. 
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Befunde. 


Unser Bestreben ging urspriinglich dahin, mit der Methode Takahashj. 
Hamanos zu neuen Erkenntnissen tiber den biologischen Mechanis: 
der Ultraviolettstrahlenwirkung zu gelangen. Wir nahmen an, dai das 
in den Hautkapillaren strémende Blut bei Bestrahlungen des lebende 
Organismus mit Quarzlicht einen Teil der wirksamen Strahlenenergi 
aufnimmt, eine Vermutung, die v. Schubert (10) jiingst mit einer andere: 
Versuchsanordnung experimentell erhartet hat. Unsere ersten Versuch, 
erstreckten sich auf Bestrahlung von Blut in vitro. 

Es wurden untersucht gewaschene rote Blutkérperchen, Citratplasm 
und Serum vom Menschen. Die Erythrocyten wurden eine Stunde by 
20 em Abstand unter der Héhensonne bestrahlt und in der oben beschirie- 
benen Weise mit der photographischen Platte exponiert. Nach Entwicklung 
der Platte (24stiindige Expositionszeit ) zeigte sich an der Einwirkungsste]|; 
eine geringe fleckige Schwarzung. Diesen Befund konnten wir jecoc! 
in zwei weiteren Versuchen nicht wieder erzielen. Unbestrahite Erythrocyte: 
wie unbestrahltes und bestrahltes Plasma und Serum zeigten ebenfalls 
keinen Belichtungseffekt. Vollmer fand bestrahltes Serum schwac! 
photoaktiv. 


Die Bestrahlung des Blutes in vivo wurde an weiBen Mausen aus 
gefiihrt. Vier Tiere wurden nach Enthaarung des Riickens in 25 ¢m Ab. 
stand eine halbe Stunde bestrahlt. Mit dem nach der Bestrahlung dure] 
Dekapitation gewonnenen Blute lie® sich auch bei zweimaliger Wieder. 
holung des Versuchs eine deutliche Wirkung auf die lichtempfindlicl: 
Platte nicht nachweisen. Ebenso verlief das Exponieren des Blutes von 
Normaltieren ohne positives Ergebnis. 

An dieser Stelle méchten wir auf einen Befund aufmerksam machen: 
der auch von anderer Seite beobachtet wurde. Nach Entwicklung vor 
Platten, die mit Blut, Serum oder Citratplasma angesetzt waren, sah mai 
in der Wirkungszone night eine Schwarzung, sondern eine Aufhellung 
gegen die tbrige Schichtfliche. Wermel (11) erklart diese Erschein ung 
als eine Gerbwirkung des Serums. Wir saben sie indes auch bei destillierten 
Wasser und bei in Wasser gelésten photoinaktiven Substanzen auftreter 
Weiterhin gepriift auf ihre Photoaktivitét wurden verschiedene Organ 


nach Zerreibung im Mérser. Das Ergebnis — es wurden gewahlt Hirn, 
Lunge, Herz, Leber, Milz und Nieren der weiBen Maus — war gleichfalls 


ein negatives. 

Nachdem unsere Untersuchungen im Tierversuch negativ  ver- 
laufen waren, wandten wir uns dem Studium des von Takahashi wid 
Hamano beschriebenen Phinomens zu. In einem Vorversuch konnten 
wir ihre Angaben, daB unbestrahiter Lebertran wenig photoaktiv ist, 
bestrahlter stairker, bestitigen. Da sich bei den Bestrahlungen unte: (Ab 


der Quarzlampe in den gewahlten geringen Entfernungen nach kurzer (Ab 
Zeit stets eine betrichtliche Erwirmung des Untersuchungsobjektes oa 
einstellte, ein Ubelstand, den wir mit unseren Mitteln nicht beseitigen 90 7 
konnten, so untersuchten wir einige nicht bestrahlte Substanzen nach also 
Erwirmung auf verschiedene Temperaturen hinsichtlich ihrer Photo- a 

‘st 


aktivitaét, um eine mégliche Fehlerquelle auszuschlieBen. 
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Das Ergebnis eines solchen Versuchs zeigen die Abb. 1 bis 5. 


Erhitzt man Lebertran im Wasserbad eine halbe Stunde auf 100° 
(Abb. 2), so zeigt er sich starker photoektiv als der unbehandelte Lebertran 
(Abb. 1). Ein kurzes Aufkochen des Tranes schwiacht seire rormale ,.Be- 
lichtungsfahigkeit “‘ etwas ab (Abb. 3). Eine starkere Abschwachur g erfolgte 
nach 10 Minuten langem Sieden (Abb. 4). Dehrt man das Sieden auf 
20 Minuten aus, so wird der Lebertran iraktiv (Abb. 5). Es zeigte sich 
also, daB eine halbstiindige Erwirmurg auf 100° den Lebertran abnlich 
beeinfluBte wie die Ultraviolettbestrahlurg. . Vereinigte man nun beides, 
Bestrahlung und nachfolgende Erwarmurg, so war zu erwarten, da6 eine 
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Summierung beider Wirkungen eintreten wiirde. Ein Versuch besi 
die Annahme. Lebertran wurde eine halbe Stunde bei 20cm Al 
unter der Hjhensonne bestrahlt. Ein Teil der bestrahlten Substanz wy; 
anschlieBend eine halbe Stunde im Wasserbad auf 100° erhitzt und na, 
Abkiihlung exponiert. Zur Kontrolle wurde bestrahlter, nicht er) 
und unbehandelter Lebertran mitangesetzt (Abb. 6 bis 8). 


ee 





Abb. 6. Abb. 7. 
Lebertran, nicht behandelt. Lebertran 30 Min. bei 20 cm 
Abstand bestrahlit 





Abb. 8. 
Lebertran nach Bestrahlung 30 Min. bei 100° 


Abb. 8 zeigt deutlich, daB die Héhensonnenbestrahlung und nach- 


folgende Erwarmung sich in ihren Wirkungen addieren. 


Noch einwandfreier lieB sich der Nachweis einer Photoaktivierung 
durch Wirme am Ricinusé] erbringen. 


Ricinus6él ist spontan, d. h. unbestrahlt nach unseren Untersuchunger 
photochem'sch inaktiv (Abb. 9), waihrend es nach Quarzlampenbestrahlung 
auf dor Bromsilberplatte eine starke Schwarzung hervorruft. 30 Minuter 
bai 60° im Wasserbad gshaltenes Ricinusél erhalt bereits eine leichte Photo- 
aktivitat (Abb. 10). Starker wird die Aktivierung nach einem halbstiindige: 
Verweilen im Wasserbad bei 100° (Abb. 11). Eine Héhensonnenbestrahlung 
von 30 M'nuten bei einem Abstand von 20cm lést eine noch starker 
Wirkung aus (Abb. 12). Es war fiir die Warmeaktivierung des Ricinus6ls 
gleichgiiltig, ob die Erhitzung auf 100° bei diffusem Zimmerlicht ode 
Dunkeln erfolgte. 
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Angesichts dieser Ergebnisse erhob sich die Frage: Sind Ultra- 
violettlicht- und Warmewirkung in Hinsicht auf ihre Photoaktivierungs- 


Abb. 10 


Abb. 11 Abb. 12. 


fihigkeit identisch ? Besteht ein Unterschied nur quantitativ zugunsten 
der Strahlen? Beide Faktoren wurden verglichen an inaktiviertem 
Material. Lebertran wurde durch 20 Minuten 
langes Sieden seiner aktiven Fahigkeiten 
beraubt und nach Abkiihlung eine halbe 
Stunde im Wasserbade auf 100° erhitzt. 
Die mit ihm exponierte Platte bot keine 
Schwirzung, wihrend die  Ultraviolett- 
bestrahlung in der oben angegebenen Inten- 
sitit dem Lebertran seine friihere Eigen- 
schaft zuriickgab!) (Abb. 13). In analoger 
Weise lieB sich eine Aktivierung und In- 
aktivierung durch verschiedene Temperaturen 
und eine Reaktivierung durch Héhensonnenbehandlung durchfiihren 


Abb. 13 


am Leinél, einem spontan photochemisch wirksamen Kérper. 


1) Auch Vollmer fand, daB die Photoaktivitat des Lebertrans nach 
einem halbstiindigen Sieden verloren geht und nach Bestrahlung wieder 
auftritt. 


Biochemische Zeitschrift Band 177. 
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Wir hatten bisher mit Materialien gearbeitet, die, weil tierisc)e 
bzw. pflanzlicher Herkunft, nicht chemisch reinen Kérpern entsprachen 
So enthalten z. B. die pflanzlichen Ole auBer den Glycerinestern de 
Palmitin- bzw. Oleinsiuren noch viele andere, zum Teil ungesiittign 
Fettsiureglyceride. Es wiire also méglich, daB das ,,leuchtenc 
Prinzip einer chemisch nicht bekannten Beimengung anhafte. Wi; 
wandten uns also zu synthetisch hergestellten Substanzen verwandter 
Natur. Als solche wurde das Tributyrin gewahlt. 

Bei der Priifung auf spontane Photcaktivitit erwies es sich als 
sehr schwach wirksam (Abb. 14). Durch Quarzlampenbestrahlung 
wurde die Einwirkung auf die photographische Platte enorm gesteigert 
(Abb. 15). Dagegen lieB sich eine Aktivierung durch Warme nicht 


nachweisen. 





Abb. 14 Abb. 15. 


Da die Ole bzw. Fette Glycerinester der Fettsiuren sind, priiften 
wir Glycerin und einige Fettsiuren auf ihre photcaktiven Eigenschaften 
Glycerin, Stearinsiture und Palmitinséure waren bestrahlt und un- 
bestrahlt ohne Photoeffekt. Propionsiure muBbten wir ausscheiden 
da sie trotz eines zwischen Platte und Saure geschalteten Celluloid- 
filters (O,.lem Dicke), das bei anderen aktiven Substanzen di 
Strahlen passieren lieB, die Gelatineschicht der Platte aufliste 
Als spontan schon stark wirksam fanden wir die ungesattigte Olein- 
siure, ein Befund, auf den auch Hamano hinweist. Die stark 
iitzende Buttersiure wurde im Expositicnskasten ebenso behandelt 
wie die Propionsiure. Wir legten ein 0,2cm_ dickes Celluloid- 
filter zwischen Plattenschichtseite und Saure. Es lieB sich nach 
24stiindiger Exponierung bei der bestrahlten Buttersiéure ein deut- 
licher Lichteffekt auf der Platte entwickeln. Die unbestrahit 
Buttersiure war bei dieser Versuchsanordnung nicht wirksam. 1)a- 
gegen blieb das Natriumsalz der Buttersiure auch nach Bestrahlung 
inaktiv. 
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In den Vitamin C enthaltenden Fruchtsaften (Citronensaft, Apfel- 
sinensaft, Tomatensaft) konnten wir auch nach Bestrahlung photo- 
aktive Substanzen nicht nachweisen (Vollmer). 


Zur Aufkléarung des Wesens der Photoaktivierung im Zusammenhang 
mit dem Vitaminproblem glaubten wir in Befunden von Webster und 
Baudisch (12) einen gewissen Wegweiser zu haben. Diese Forscher hatten 
gefunden, daB Ferrocyar kalium nach Belichtung die Fahigkeit gewinnt 
bei Zusatz zu Nahrbéden Bakterien, wie Preumokokken und Influenza- 
bazillen, zu einem guten Wachstum zu brirgen, waihrend diese sonst nur 
auf bluthaltigen Nahrbéden gedeihen. Ferner hatten sie gefunden, daB 
alle aktiven Eisensalze die Benzidinreaktion geben, indem sie dabei ebenfalls 
lie Funktion des Blutes als sauerstoffiibertragenden Ferments tibernehmen. 
Uns schien es denkbar, daB vielleicht ebenfalls bei der Bestrahlurg photo- 
aktiver Vitamintrager ein Stoff entstande, der die Fahigkeit besitzt, als 
Sauerstoffiibertriger zu wirken und dementsprechend bei der Benzidin- 
reaktion die Stelle des Blutes zu ersetzen. 

Bei der Priifung unserer photoaktiven und photoinaktiven 
Substanzen stellte sich nun folgendes heraus: Im _ Gegensatz 
zm unseren Voraussetzungen trat nirgends ohne Blutzusatz die 
Benzidinreaktion ein. Dagegen trat bei den spontan photoaktiven 
Substanzen Terpentinél, Lebertran und Leinél nach Zusatz von 
Benzidin und LEisessig eine’ kraftige Gelb- bis Braunfirbung 
auf, wihrend das photoinaktive Ricinusél, Paraffin und Tri- 
butyrin fast unverindert blieben. Wurden nun die Lésungen 


mit wiasseriger Blutlésung unterschichtet, so entstand in der 
Grenzschicht eine Blaugriinfirbung, also Benzidinreaktion, die in 
kurzem wieder’ verschwand. Bei dem am stirksten photoaktiven 
Terpentin6é] hielt sie etwa eine halbe Minute lang an, wihrend 
sie beim Lebertran und Leinél schon nach einigen Sekunden 


verschwand. 

Es zeigte sich also, daB das Wasserstoffsuperoxyd, das bei der 
Benzidinreaktion gewoéhnlich gebraucht wird, durch die photoaktiven 
Substanzen ersetzt wurde, d. h. die photoaktiven Stoffe wirkten als 
Sauerstoffspender. Dabei sei darauf hingewiesen, da man mit 
Wasserstoffsuperoxyd auch auf der Platte einen sehr starken Be- 
lichtungseffekt erzielt. 

Uber ahnliche Beobachtungen hat Vollmer berichtet. Er fand, 
da8 bestrahite Substanzen aus Jodkalium Jod in Freiheit setzen, 
und daB hierbei ein Zusammenhang zwischen der Starke der Photo- 
aktivitaét und der Jodausscheidung besteht, die er an der Blaufirbung 
einer Starkelésung maf. Wir kennten bei unseren Versuchen seine 
Befunde bestitigen. Spontan nicht photoaktive Substanzen, die erst 
nach Bestrahlung aktiv werden, wie Tributyrin und Ricinusdél, wurden 
nach der Bestrahlung auch der Jodreaktion gegeniiber positiv, wahrend 

g* 
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die Benzidinreaktion, die dafiir offenbar erheblich unempfindlicher jst 
negativ blieb. 

Es entstehen also bei der Bestrahlung sauerstoffhaltige Ver. 
bindungen, die ihren Sauerstoff an leicht oxydable Stoffe von se|)st, 
oder an schwerer oxydable mit Hilfe eines sauerstoffiibertragendey 
Ferments abgeben. 

DaB® derartige Oxydationen unter Photoaktivitatserscheinungen einher 
gehen kénnen, ist von Radsiscewsky (13) an einer Reihe organischer Kérper 
darunter Terpenen und Lecithin, beschrieben worden, die bei langsame: 
Oxydation in alkalischer Lésung selbstieuchtend werden. Ferner hat 
Hamano festgestellt, daB der Photoeffekt bei SauerstoffabschluB vi: 
schwiicher ist. 

Ob nun die nach Bestrahlung beobachtete Vitaminanreicherung 
auf dieser Oxydationswirkung beruht oder ob sie mit ganz anders. 
artigen, unter Ultraviolettbestrahlung vor sich gehenden, vielleicht 
strukturchemischen Umlagerungen zusammenhingt, ist noch wo. 
geklirt. Von der Zimtsiure, die spontan inaktiv, nach Bestrahlung 
photoaktiv wurde (siehe auch Hamano), z. B. ist bekannt, daB sie sich 
unter dem EinfluB ultravioletten Lichtes von der gewéhnlichen Trans. 
Form in die Cis-Form umlagert. Jedoch zeigt sich auch hier Aus. 
scheidung von Jod aus Jodkaliumlésung nach Bestrahlung, also gleich. 
zeitig eine Oxydationswirkung. 

Vor allem aber ist es noch fraglich, ob die Erscheinung der Photo. 
aktivitét tiberhaupt immer mit antirachitischer Wirkung verbunden 
ist. Fiitterungsversuche mit chemisch so einfach organisierten Ver- 
bindungen wie 'Tributyrin kénnten hier vielleicht Aufklirung bringen 
Chemisch tritt der Photoaktivierungseffekt offenbar an dem _ Fett- 
siureanteil des Fettes auf, da bestrahltes Glycerin photoinaktiv bleibt 
und auch keine Jodausscheidung gibt, wahrend Buttersiiure nach 
Bestrahlung photoaktiv wird und auch, genau wie Tributyrin, Jod- 
ausscheidung herbeifiihrt. Das Natriumsalz der Buttersiure blieb 
nach Bestrahlung in Substanz und in wasseriger Lésung photoinaktiv 
und bewirkte auch keine Jodausscheidung. 


Anderungen im Verhalten von Doppelbindungen haben wir bei 
unseren Substanzen mit der Entfairbung von Bromwasser und der 
Braunfirbung einer verdiinnten Lésung von Kaliumpermagnanat 
und Natriumcarbonat gepriift und keine Neuentstehung nach Be- 
strahlung beobachtet. Leiné] und Zimtsiure behielten vor und nach 
Bestrahlung ihre Doppelbindungen. 
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Uber die Wasserstoffionenkonzentration 
und das Siurebindungsvermégen der Muttermilch | 
bei Siuglingskakke. 


Von 
Buichiro Matsumoto. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Universitit 
Kanazawa-Kanazawa-Ikwa-Daigaku.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1926.) 


Einleitung. 
Im Jahre 192] haben S. Shizume und B. Shirai (1) iiber die Wasser- 
stoffionenkonzentration — [H’] — und das Saurebindungsvermigen 


der gesunden Frauenmilch und der Milch von Kakkekranken ver- 
éffentlicht, daB, obgleich die [H] bei den letzteren nicht oder mw 
unbedeutend vermehrt, das Saéurebindungsvermégen deutlich ver. 
mindert erscheine. Spiiter fiihrte S.Ohi (2) dieselben Versuche bei 
der normalen Frauenmilch, dem Colostrum und der Milch von Sauglings- 
kakke aus, und er kam zu dem SchluB, daB zwischen der normale: 
Frauenmilch und Kakkemilch in bezug auf die [H'] und das Siaure- 
bindungsvermégen kein Unterschied zu finden sei. Seit dem Jahre 1923 
habe ich mich auch auf Anregung und unter Leitung von Prof. K. Su/ 
mit derselben Frage beschaftigt, um die genannten Verhiltnisse nach. 
zupriifen. Das Untersuchungsmaterial erhielt ich hauptsichlich aus 
der Kinderklinik von Prof. K.Ohta, Vorstand der Abteilung des 
Krankenhauses ,,Senkyo-Byoin“ in Tokio, dem ich an dieser Stel 
fiir seine Freundlichkeit meinen herzlichen Dank ausspreche. 


Methodisches. 


Zur Messung der [H’] habe ich die von L. Michaelis (3) modifiziert’ 
MNernstsche Gaskettenmethode benutzt. Die dazu benutzte Einrichtung 
wurde jedoch in unserem Laboratorium von K. Suto weiter verbessert. Di 
zu priifende Milch wurde sofort in das Michaelissche V-Rohr gegossen, w 
wie iiblich gereinigtes Wasserstoffgas eingefiihrt und beides gut durch- 
gemischt. Nach etwa '% Stunde, d. h. nachdem die Milch mit dem Wasser 
stoffgas gesattigt war, fing ich an zu messen; die Ablesung war meistens 
nach etwa 30 bis 45 Minuten beendet. 
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I. Vorversuche. 

Bevor ich zu den eigentlichen Versuchen iiberging, untersuchte ich 
erst die [H’], das Saéurebindungsvermégen sowie die von Verdiinnung 
ind Temperatur usw. herriihrenden Anderungen der [H"] und des Séure- 
bindungsvermégens der im Handel vorkommenden Kuhmilch. Dadurch 
konnte ich die Fehlerquellen klarstellen und den eigentlichen Versuch 
iter méglichst giinstigen Bedingungen ausfiihren. 


1. Die [H] der Kuhmilch. 


Im Jahre 1913 hat H. Davidsohn (4) iiber die [H'] der Kuhmilch be- 
richtet, daB das py derselben im Mittel 6,57 ist. Ich habe auch das py der 
m Handel vorkommenden gekochten Kuhmilch untersucht. Die Resultate 
sind in der Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 
Die [H’}] (pq) der Kuhmilch. 





Zeit nach dem Ansetzen der Milch in die V-Rohre 
”W Temperatur 


10—15’ 30— 40’ th 1.5h 2h im Mittel der Milch 


6,56 6.58 6,58 
6,59 6.58 6,59 
6.57 6.57 6,57 
6,59 . 6.59 6,59 
— . 6,62 6.62 
—_ 6.59 6,59 
6.59 6,57 6.57 
6,43 6,50 6,57 
6.56 _ 6.56 
6.59 — 6,59 
6,63 _— 6,66 
6,63 _ 6.66 
6.59 6,62 6.61 
6,59 6.59 6.59 
6,52 6,52 

6,52 6,52 

6.63 6,60 

6,63 6,60 

6,56 6,57 

- 6.57 6.57 

6,57 6,57 - 

6,59 6.59 ~— 

6,61 6.61 — 6.61 


6.58 16,5—17° 
6,58 22° 
6.61 

6.55 

6.58 

6.64 

6.60 

6,52 

6.63 

6,57 

6,58 
Maximum . . 6,64 


Wert von py }Minimum . . . 6,52 
\Mittel. . . . . 6,59 


Wie die Tabelle I zeigt, ist die Schwankung der [H’] relativ gering, 
d. h. der Wert der Wasserstoffzahl der gekochten Kuhmilch ist fast 
konstant. Die [H'] der gekochten Milch bleibt bei Zimmertemperatur 
(18 bis 20° C) wenigstens 2 Stunden lang fast konstant, genauer gesagt, 


sie vermindert sich ein wenig — wahrscheinlich durch Abgabe 
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von CO, —, vermehrt sich aber niemals, d. h. es findet dabei keine 


bemerkbare Bildung von Milchsaure statt. 


2. Das Séiurebindungsvermégen der Kuhmilch. 


H. Aron (5) hat das Saurebindungsvermégen der Frauen- und 
der Kuhmilch-py ermittelt, indem er einmal bei der Milch allein, ein 
anderes Mal mit einer bestimmten Menge n/10 cder n HC! versetzte 
und mit destilliertem Wasser auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt 
hat. Die Versuche ergaben, dais das Siurebindungsvermégen de1 
Kuhmilch wesentlich gréBer ist als das der Frauenmilch. Um die 
Aciditat der beiden Milcharten gleichzumachen, muB man eine drei. 
bis vierfache Menge HC] zu der Kuhmilch hirzusetzen. Aron bediente 
sich aber so konzentrierter HCl-Lésungen, und in so grober Menge, 
daB es unméglich war, genauere Beziehungen in dem Saurebindungs. 
vermégen festzustellen. Ich habe daher unter Anwendung sehr ver. 
diinnter HCl, naimlich n/1000, n/500, n/300 und n/250, untersucht 
Die Resultate sind in den Tabellen II, 111, [1V und V verzeichnet. 


Tabelle II. 


Versuch iiber das Saurebindungsvermégen der Kuhmilch mit n/1000 HCl. 





Mischungsverhaltnis von n 1000 HCI und Milch di 
Zimmer 


Nr. 
1:0 538 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6 temperatur 


1 ie: 4a 6,67 6,75 6,81 6,80 6.78 6,67 — 18,2° 
2 be “7 654 668 | 669 671 668 666 6,66 184° 


| Mittelwert || 6,66 6,71 6,75 6,75 | 6,73 6,67 | 6,66 








Aus Tabelle II erhellt: 

1. Wenn man die zu priifende Kuhmilch mit n/1000 HCl auf das 
dreifache Volumen verdiinnt, so vermindert sich die Wasserstoffionen- 
konzentration der Milch (Paradoxe Erscheinung, s. unten). 

2. Versetzt man weiter mit n/1000 HCl, dann steigt die [H’] der Milch 
allmahlich. 

Aus diesem Versuch habe ich ersehen, daB es unzweckmaBig ist, mit 
so stark verdiinnter HCl-Lésung das Saéurebindungsvermégen der Kuhmilch 
zu ermitteln. Danach habe ich n/500 HCl benutzt. 


Tabelle III. 
Derselbe Versuch mit n/500 HCl. 





Mischungsverhiltnis von n/500 HCl und Milch Zisamere 


4:0 1:1 1:2 1:3 1:4 ne temperatur 


Pu - 6,56 6,61 6,61 6,57 6,58 6,50 19° 
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Die Konzentration der Salzsiure reicht noch nicht aus, um das Bild 
ies Bindungsvermégens anschaulich zu machen. Deshalb stellte ich weitere 
Versuche mit n/250 HCl-Lésung an. 


Tabelle IV. 
Derselbe Versuch mit n/250 HCl. 





Mischungsverhaltnis von n/250 HCl und Milch 


1:1 1:2 1:3 “4:4 1:5 


6,65 6,61 6,50 6,36 6,27 6,22 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB in diesem Falle durch Zusatz 
les gleichen Volumens HCl-Lésung der Anstieg der [H’] der Milch be- 
merkbar ist und mit der Menge der Saure allmahlich ansteigt. Man kann 
iso sagen, daB die zweckmaBigste Konzentration der Salzsdure fiir die 
Ermittlung des Bindungsvermdégens, wenigstens in diesem Falle, etwa 
»/250 ist. Erinnert man sich an das Verhaltnis des EiweiB- und Salz- 
gehalts der Frauen- zur Kuhmilch, so laBt sich das starkere Séurebindungs- 
vermégen der Kuhmilch im Vergleich zu dem der Frauenmilch leicht ver- 
stehen. Zur Bestimmung des Séurebindungsvermégens der Frauenmilch 
habe ich daher n/1000 HCl-Lésung benutzt (s. unten). 

Dann wiederholte ich denselben Versuch (Tabelle V) mit n/300 HCI- 
Lésung. 


Tabelle V. 





Mischungsverhiltais von n/300 HCI und Milch Zimmere  Z*it nach 


m 


a angen - ie 
temperatur Ansetzen 


1;0 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6 
648 646 334 626 619 6,1, 599 24° 15’ 
648 645 634 629 621 612 599 24 Ih 
648 645 638 633 624 616 602 24 1 fh 
650 646 638 626 617 611 599 241° 15’ 
650 646/640 628 619 612 599 241 30 
6,52 649/639 628 622 612 602 26° 15 
655 649/642 630 622 610 605 2% 30 
648 645/635 624 617 604 598 282° 15 
648 645 637 624 618 605 598 282 30 
6.50 645 | 637 626 618 606 598 282 45 


Mittel (py): 6,50 6,46 638 627 620 6,11 | 6,00 


Die Resultate bei diesem Versuch sind vollkommen analog mit denen 
des vorigen, Tabelle TV. Man kann also mit Recht sagen, daB fiir die Unter- 
suchung des Saéurebindungsvermégens der Frauenmilch n/1000 HCl, der 
Kuhmileh n/250 bzw. n/300 HCl am zweckmabBigsten ist. 


3. Der EinfluB der Verdiinnung auf die [H’] der Kuhmilch. 
(Paradoxe Erscheinung und Pufferwirkung der Kuhmilch.) 
Da8B beim Zusatz von sehr verdiinnter Saéure zu der Milch die Reaktion 
lerselben nach der alkalischen Seite verschoben wird, ist eine nicht nur 
bei Kuhmileh, sondern auch bei Frauenmilch vorkommende, sonderbare 
* 
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Erscheinung. G. Kato hat auch bei Reiskleienextrakt ahnliche Beo). 


achtungen gemacht und sie auf die wasserstoffionenvernichtende Wirkung 
des Kleienextrakts zuriickgefiihrt, ohne irgend eine eingehende Erklirung 
des Mechanismus zu geben. Da der genannte Mechanismus wahrschei;\|ic} 
recht kompliziert ist, habe ich auch darauf verzichtet, eine Erklarung 
desselben zu geben. Ich glaube aber, daB die einfache Verdiinnung dabe; 
wohl eine wichtige Rolle spielt. Wenn ein Volumenteil Milch mit dem. 
selben Volumen sehr verdiinnter HCl-Lésung versetzt wird und alle Saure 
ganzlich von den Milchbestandteilen gebunden wiirde, so hatte die Mile) 
ihre urspriingliche Wasserstoffionenzah] im zweifachen Volumen, und 
demzufolge miiBte die Reaktion trotz des Saurezusatzes nach der alkalische: 
Seite verschoben werden. 


Auf Grund dieser Annahme habe ich den Einflu8 der einfachen Ver. 
diinnung mit destilliertem Wasser auf die [H'] der Milch untersucht. Da: 
hierbei benutzte sorgfaltig destillierte Wasser war selbstverstandlich im 
Kolben aus hartem Glas gut gekocht. 


Tabelle VI. 
Verdiinnung und py der Kuhmilch. 











Mischungsverhiltnis von Milch und H, O _— 
1:0 | 1: 1 | 1:2 | 8:3 1:4 | 2:5) 1:6 temperatur 
Pu - 6,51 6,65 6,72 6,79 682 | 6,85 6,87 25° 


Aus dieser Tabelle ersieht man, da8 durch Verdiinnung mit Wasser 
die Aciditat der Milch stufenweise abnimmt und sich nach und nach dem 
Neutralpunkt im wahren Sinne néhert; d.h. daB die Pufferwirkung der 
Milch nicht so groB ist wie die von Blut und Harn. Es ist schon bekannt, 
daB die [H’] des Blutes durch Verdiinnung mit der fiinffachen Meng 
0,854proz. Kochsalzlésung sich nicht verindert, und daB die des Harns 
ebenfalls durch Verdiinnung mit der zwei- bis dreifachen Menge destillierten 
Wassers oder 2proz. Kochsalzlésung keine Verinderung aufweist. Zum 
Vergleich fiihre ich hier die Pufferwirkung des Standardacetatgemisches 
an, die dem Praktikum der medizinischen Chemie von K. Suto — japanisc}) 
entnommen ist. 











Tabelle VII. 
Mischungsverhaltnis von Standardacetatg h und H,O 
BES yet ree 1:3 fat... 
Pu 4,55 4,61 4,63 4,65 


Aus diesem Versuch diirfte man wohl begreifen, daB bei der Unter- 
suchung des Séurebindungsvermégens der Milch nicht nur die zugesetzten, 
der Séure entsprechenden Wasserstoffionen von den Milchbestandteile: 
gebunden werden, sondern auch durch einfache Verdiinnung die [H’| der 
Milch sich vermindern kann. Dadurch wird wenigstens ein Teil der para- 
doxen Erscheinung verstandlich. 
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4. Der EinfluB der Verdiinnung auf das Saurebindungsvermégen 
der Kuhmilch. 

Wie schon erwahnt, steht das Saéurebindungsvermégen der Milch in 
nnigem Zusammenhang mit dem Gehalt an EiweiB und Salz. Vergleicht 
man daher das Saurebindungsvermégen der zwei- oder dreifach verdiinnten 
Milch mit dem der unverdiinnten, so geht daraus hervor, da8 das Saure- 
bindungsvermdégen der ersteren deutlich kleiner ist als das der letzteren. 


Tabelle Vila. 


Das Saéurebindungsvermégen der unverdiinnten Milch. 





Unverdiinnte Milch : n/333 HCl Zeit nach 
— 2 — “Ti4 1:5) dem Ansetzen 


a 651 6,44 6,37 6,30 6,20 15’ 
va 1 6,49 6,49 6.42 6,36 6,29 6,22 ]h 
Mittelwert : 6,49 6,50 6,43 6,37 6,30 6,21 
Tabelle VIIb. 


Das Séurebindungsvermégen der zweifach verdiinnten Milch. 





Zweifach verdiinnte Milch : n/333 HCl — nach 
= 3 : ~ em 
1:0 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 Ansetzen 


. .. . . . J 667 | 653 | 637 | 616 | 592 | 5,66 15° 
Pa | 663 651 634 | 615 | 592 5,68 Ih 
Mittelwert: | 665 652 | 636 616 | 592 5,67 


Wenn man die beiden Ergebnisse (a) und (b) vergleicht, so ergibt 
sich folgendes : 


inverdiinnter { p,, (1 Volumen Milch + 5 Volumina n/333 HCl) = 6,21, 
Milch die Differenz der beiden = 0,28. 
Bei zweifach Pu = 6,65, 


Bei { Py = 6,49, 


verdiinnter Py (1 Volumen Milch + 5 Volumina n/333 HCl) = 5,67 
Milch die Differenz der beiden = 0,98. 


Aus diesen Versuchen erkennt man sehr deutlich, wie stark die Ver- 
linnung das Séurebindungsvermégen der Milch beeinfluBt. Um den 
Gehalt an Eiwei8 und Salz der Kuhmilch der Frauenmilch gleich machen 
zu k6nnen, habe ich Kuhmilch mit Wasser auf dreifaches Volumen verdiinnt 
ind stellte dann Versuche iiber das Séiurebindungsvermégen an. 


Tabelle VIlIc. 


Das Saéurebindungsvermégen der dreifach verdiinnten Kuhmilch. 





Dreifach verdiinnte Milch : n/1000 H Cl = nach 
EE em 
1:2 sim. §, Sa :§ Ansetzen 





ST en o -- 6,72 6,72 6,64 6,58 
he | 6,77 6,74 669 665 6,59 


Mittelwert: | 6.76 | 672 | 6.70 | 664 | 6,59 
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Wie die Tabelle zeigt, ist das Saurebindungsvermégen der dreifac} 
verdiinnten Kuhmilch im Vergleich zu dem der Frauenmilch zwar oc} 
etwas gréBer, aber im groBen und ganzen nahezu gleich. 


Wenn man bei unverdiinnter Kuhmilch das Saurebindungsvermigey 
untersuchen will, so mu8 man drei- bis vierfach konzentriertere 
Lésung — n/300 bzw. n/250 HCl — als bei Frauenmilch — n/1000 HC! - 
benutzen, will man aber an der schon zuerst dreifach verdiinnten Milc} 
das Vermégen beobachten, kann man mit ebenso konzentrierter Milc! 
wie bei Frauenmilch arbeiten. Auf diese beiden Versuche gestiitzt, diiri: 
wohl das Urteil berechtigt sein, daB das Saéurebindungsvermégen der 
Kuhmilch drei- bis vierfach gréBer ist als das der Frauenmilch. 


5. EinfluB der Temperatur 


auf die [H’] der ungekochten Kuhmilch. 


Es wurde schon erwahnt, daB die [H'] gekochter Milch bei Zimmer 
temperatur (18° C) 2 Stunden lang fast unverindert bleibt. Bei ungekochte: 
Milch ist die Sache etwas anders. Die [H’] der rohen Milch nimmt beir 
Stehen an der Luft, besonders bei héherer Temperatur nach und nach z 
und zwar einerseits durch CO,-Abgabe, andererseits durch Milchsaure- 


bildung (s. Tabelle VIJT). 


Tabelle VIII. 


Der Einflu8B der Temperatur auf 7;, der ungekochten Milch. 


HC}. 





Zeit a. d. Ansetzen | 20—30’ th 





in die Elektrode | 2h aa & Sh 
Zimmertemperatur 18° 18° 18,20 18° 17,2 17 
Nr. 1 ( 6,58 6,60 660 | 6,56 6,56 6,56 
hw 6.58 6.57 657 | 6,56 6.56 6.56 
ee Mei ak 6,57 657 | 6,56 6,56 6.56 
Im Mittel: 6,58 6,57 658 | 6,56 6,56 6,56 
Zeke od Aosetoen || 39-30 th » | & 4b Sh 
a —— | 
Nr. 1 {| 8,50 6,40 | 6,36 6,29 6,22 6,15 
S ia 647 | 636 | 632 6.24 6,15 6,11 
> 3 | 648 | 636 | 629 6.19 6.11 6,07 
Im Mittel: 648 | 637 | 632 6,24 6,16 6,11 


Wie aus der Tabelle VIIIa ersichtlich ist, bleibt, wenn die Zimmer- 
temperatur nicht zu hoch ist, das ¢y 2 bis 3 Stunden lang fast konstant 
Bei héherer Temperatur aber macht sich schon nach einer Stunde ein 
geringe Vermehrung der [H’] bemerkbar, nachher aber nimmt sie relati\ 
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schnell zu. Man muB8 also im Sommer die Messung der [H’] der Rohmilch 
moglichst innerhalb einer Stunde abschlieBen. 


6. Zeitliche Anderung der [H’] der ungekochten Kuhmilch im 
Eisschrank (0 bis 3°C). 


Es schien mir nicht iiberfliissig, die Frage zu beantworten, ob und wie 
lange man die Rohmilch im Eisschrank ohne Veranderung der [H’] auf- 
bewahren kann. 


Bald nach dem Melken wurde eine Portion der Milch sofort untersucht : 
py = 6,54. Die andere Portion wurde sofort in den Eisschrank gestellt. 
Nach 5 Stunden wurde nochmals untersucht: Py = 6,52. Die Differenz 
der beiden Zahlenwerte 0,02 ist unbetrachtlich. Nach 24stiindigem Stehen 
im Eissehrank erfahrt die [H’] nur geringe Vermehrung: py = 6,46. Die 
Resultate finden sich in der Tabelle IX. 


Tabelle IX. 
Zeitliche Anderung der {[H"} der ungekochten Milch im Eisschrank 
(0 bis 3°C). 





Zeit nach dem Melken: | Sofort gemessen Neth Setindigan Stehen Nach 24stiindigem Stehen 


xa im im Eisschrank gemessen 
Zimmertemperatur bei | = 
der Messung j 18° 18° 17,5° 





Nel | 6,55 6,53 6,48 
2 | 651 6,53 642 
Be Pu | 6,55 6,53 6,48 
1g 6,55 6,48 6,47 
Im Mittel: 6,54 6,52 6,46 

4 


II. Die eigentlichen Versuche. 


1. Die Wasserstoffionenkonzentration der normalen 
Frauenmilch. 


Nach der Angabe von Davidsohn ist die [H"] der normalen Frauenmilch 

Py = 6,58 bis 7,21, im Mittel 6,97, nach Aron py = etwa 7,11, nach Szili 

Py = 7,26. Nach Shizume und Shirai ist die [H’] der Milch von Japanerinnen 

Py im Maximum = 7,355,im Minimum = 6,99; nach S. Ohi py im Maximum 

7,36, im Minimum = 6,84. Die von mir untersuchten Milchproben 

stammten von 46 Personen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle X 
zusammengestellt. 


Aus den erhaltenen Zahlen ergibt sich, daB die [H’] der normalen 
Frauenmilch von Japanerinnen zwischen pq 7,0 bis 7,3 liegt, im Mittel 
Py = 7,17 betragt, was mit den von Shizume und Shirai erhaltenen Zahlen 
gut iibereinstimmt. Bei der Versuchsnummer 24 — Fall von H. K. — maB 
ich das py der Milch 9 Tage hindurch taglich einmal, sie schwankte zwischen 
7,12 und 7,25. Man diirfte wohl daraus schlieBen, daB die [H’] der Milch 
von Gesunden bei derselben Person fast konstant ist. 
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Tabelle X. 
Die [H'] der Milch gesunder Japanerinnen. 
N Nemo der | Siuetes | “Versuchs’ | tompersts H 
Nr. . aug uchs mperatur ) 

reetiee Monate 1923 °C ra | 

l oe 10 15. VIII. 34 7,20 6.31.10 
2 K. O. 4 17. VITI. 29 7,03 9.33 
3 F. 7 16. VITI. 34 7,29 5,13 
18. VITT. 31 7,36 4,37 
4 M. 5 20. VITT. 30,1 7,08 8,32 
5 8. T. 9 20. VITI. 30 731 4,90 
6 - a 7 21. VITI. 30 7,15 7,08 
7 H. S. 5 21. VITI. 30,5 7,13 741 
s M. M. i) 22. VIII. 29.6 7,31 4.90 
9 M. S. 9 23. VIII. 31,2 7,31 4.90 
10 7. a. 10 24. VIII. 31,2 7.02 9.55 
1! a 7 25. VIII. 31 7,18 6.61 
12 K, 8 -- — 7,22 6,03 

1924 

13 K. F. 7 12, V. 24.8 7.08 8.32 
14 ma. mM. 4 12. V. 24.8 7,18 6,61 
15 M. S 13. V. 24 7,23 5.89 
16 O. 4 14. V. 23.8 7,09 8,13 
7 S. M. l 14, V. 23,8 7,02 9.55 
18 M. O. 3 22. V. 22.4 7,22 6.03 
19 K. S. 6 22. V. 22.4 7,06 8.71 
20 A. 7 23. V. 30 7,24 5,75 
21 N. 5 23. V. 30 7,24 5.75 
22 J. 5 24. V. 23.5 7,14 7,24 
28. V. 25 7,19 6,46 
23 |e 5 _ we 23,5 7,13 7,41 
24 H. K. 6 28. VI. 25 7,22 5,62 
29. VI. 24—25 7,23 5.89 
ma We 24-25 7,25 5,62 
0. Vi 28 7,18 6.61 
30. VI. 28 7,23 5,89 
1. VII. 29.5 7,18 6,76 
3. VII. 26.8 7,12 7,59 
4. VII. 30 7,12 7,59 
6. VII. 30.6 7,18 6,61 
25 x, i. 6 Ll. Va 29.5 7,35 4.47 
3. VII. 29,8 7,24 5,75 
4, VII. 30 7,25 5.62 
26 J. 3 6. VII. 30,6 7,04 9.12 
27 M. H. 5 4. VIII 28,3 7,08 8,32 
28 M. H. s 4. VIII 28,3 7,31 4,90 
5. VIII 30 7,20 6,31 
29 7. 10 5. VIII 30 7,38 4.17 
30 oe: Me. 6 6. VIII 28,2 7,04 9,12 
31 T. O. 8 6. VIII 28,2 7,26 5,50 
32 J. M. 2 7. VIII 29.8 7,13 7,41 
33  ~ & 8 7. Vill 29.8 7,24 5,75 
34 wa es 8 8. VIII 31,2 7,16 6,92 
35 M. K. 5 8. VIIT 31,2 7,39 4,07 
36 S. J. 8 ll. VIII 315 7,23 5,89 
37 M. K. 10 11, VIII. 31,5 7,25 5,62 
38 R. K. 2 12. VIII. 31,6 7,03 9,33 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





Bee der Alter des Datum des Zimmer- 
Sauglings Versuchs temperatur Pu (H’} 
Mutter Siceshe ane _ 


14, VIII. 318 7,04 912.10-* 
2. VIII. 31 7,17 6.76 
3. VIII. 33,1 7,02 | 9.55 

_ VIII. 31,8 7,19 6,46 
. VIII. 7,19 6,46 
_ VIII. 7,02 9,55 
3. VIII. 4,50 
_ VIE. 9,12 
_ VI. J 16 
9, VIII. 76 
_ VIII. 68 


Maximum 
Py \Minimum 
| Mittelwert 


bo 
os 


tw vo 


on 


Anhang: Die [H’] der Milch und die Laktationsperiode. 


Es gibt bisher zwei voneinander abweichende Ansichten, namlich: 
Wahrend Vaudin, Courant (6) und Szili (7) die Aciditét der Milch der 
friheren Laktationsperiode fiir héher als die der spéteren Dauermilch 
hielten, nahmen Kasahara (8) und Ohi dagegen an, daB die Aciditét des 
Colostrums miedriger ist als die der Dauermilch. Ich bin nicht imstande, 
genauer auf diese Frage einzugehen, weil ich bisher keine Gelegenheit 
hatte, Colostrum zu untersuchen. Wenn man in der obigen Tabelle die 
(H’] der Milch aus verschiedener Laktationszeit miteinander vergleicht, so 
erkennt man, daB die Milch der friiheren Laktationszeit im allgemeinen 
héhere Aciditaét zeigt als die der spateren. 


2 Die Wasserstoffionenkonzentration der Muttermilch bei 
Sauglingskakke, d.h. Kakkemilch. 


Ich habe in den elf Fallen von Muttermilch von Saéuglingskakke — 
kurz als Kakkemilch bezeichnet — 15mal beziiglich der [H’] untersucht. 
Die Miitter der Saéuglingskakkekranken wurden in der Kinderabteilung 
des Krankenhauses ,,Senkyo-Byoin“* in Tokio aufgenommen und von 
dem Abteilungsvorsteher, Prof. K. Ohta, diagnostiziert; ein Teil jedoch 
wurde in der Kinderklinik der Universitat zu Kanazawa vom damaligen 
leiter der Klinik, Prof. K. Tsuda, diagnostiziert. 

Wie Tabelle XI zeigt, liegt die [H’] der Kakkemilch zwischen py, 7,0 
bis 7,3, im Mittel 7,19. Die Zahlen zeigen gar keine Abweichung von denen 
der normalen Frauermilch; man darf daraus wohl mit Recht schlieBen, 
da8 zwischen der [H’] der Kakkemilch und normalen Milch kein Unter- 
schied besteht. Im Laufe der Laktationszeit scheint auch hier die [H’] 
allmahlich sich zu vermindern, wie bei der normalen Frauenmilch. 
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Tabelle XI. 
Die [H’] der Kakkemilch. 





— 


Alter des Datum Zimmer: 


Nr. Name der Sauglings des Versuchs temperatur ) H 
Mutter Monate 1923 °C Pa 
3 Z, A. 4 15. VITT. 34 7,10 7,94 . 10-8 
16, VIII. 34 7,14 7,24 
20. VIII. 30,1 7,14 7,24 
2 J. S. 6 16, VITT. 34 7,21 6,17 
3 i 8 17. VIII. 29 7,26 5,50 
20. VIL. 30 7,14 7,24 
23. VIII. 31,2 7,21 6,17 
4 fe A 2 18. VIII. 31 | 7,28 5,25 
5 K. A 5 21. VITI. 30 7,20 6,31 
6 M. Y 8 23. VIII. 29.6 7,26 5,50 
7 Y. # 7 24. VIII. 31,2 7,29 5,13 
8 H.S 12 25. VILI. 31,0 7,21 6,17 
1924 
9 S. S, 2 10, VIII. 22 7,09 8,13 
10 7. 2. 6 13. VIII. 2 7,33 4,68 
1923 
11 S. K. 4 11. VITT. 32 7,07 8,50 


3. Das Saurebindungsvermégen der Kakkemilch bzw. der 
normalen Frauenmilch. 


Wie schon erwahnt, haben Shizume und Shirai hervorgehoben, dal 
zwischen der [H’] der Kakkemilch und der normalen Milch zwar kei 
merklicher Unterschied vorhanden ist, daB aber das Saurebindungs. 
vermégen der ersteren deutlich geringer sei als das der letzteren. Kum 
danach hat S.Ohi sich mit derselben Frage beschaftigt und mitgeteilt 
daB die Kakkemilch und die normale Frauenmilch nicht nur 
bezug auf die [H’], sondern auch auf das Séurebindungsvermégen keine 
Unterschied zeigen. Ich habe mich auch bemiiht, diesen Punkt klar 
zustellen. Selbstverstandlich habe ich die Versuche mit gréBter Sorgial 
ausgefiihrt. 

Zur Untersuchung des Saurebindungsvermégens der Milch hielt ic! 
mich an die Angabe von Shizume und Shirai, um einen médglichst genauer 
Vergleich machen zu kénnen. In sechs Reagenzgliser aus hartem Glas 
wird je ein Teil Milch gegossen und mit n/1000 HCl versetzt wie in folgender 
Tabelle; alle Réhrchen werden geschiittelt und im V-Rohr von Michaelis 
die [H’] nach der Gaskettenmethode ermittelt. 





Reagensglas : 1 2 3 4 5 6 
es bok kr 1 Teil 1 Teil 1 Teil 1 Teil 1 Teil | 1 Teil 
n/1000 HCl-Lésg. 0 Byte 2 Teile 3 Teile | 4Teile 5 Teil 


Ich habe im ganzen 13 Messungen von elf Kakkekranken ausgefiilir 
Als Kontrolle habe ich jedesmal frische Normalmilch unter ganz denselbe 
Bedingungen untersucht. Die Ergebnisse sind in den Tabellen XII und XIII 
zusammengestellt. 


ei 


Xx 


Tabellk 








Bi 























% - 8L'9 r6°9 git 6I'L 8'L Bo'L . (o[joaquoy]) “MY 
= a 3 - LL‘9 069 66'9 FOL GUL LOL P (948M) “WM ‘Ss £1 
_ #99 £19 +89 c6'9 COL ZO'L z (aorguOy) “yy 
rad o~ 89 c6'9 OL 0Z'L og'L €e°L 9 ‘ITA ‘ST. (O%MPM) WL Zl 
— os'9 #99 ZL'9 169 IL 80°L L (o][04900M) “yf °M 
rad 899 €L9 98°9 £0'L OL 60'L v4 TA ‘Ol (ox4BM) ‘S'S’ Il 
ezol 
18'9 069 00'L LOL 82 L SIL L (9][019U0y) “SL 
Ig 199 089 06°9 10'L OUL ISL ra ‘TITA “SZ (O44"M) “SH ol 
z9'°9 €L‘9 Z8'9 69 — ZO'L ol (ejorgUOy “YM WL 
Z1¢ — 68'9 86'9 eU'L ISL 63 L L TTA #2) «6(°O"T®M) Hb 
Lo'9 ZL'9 LLO £6°9 60°L I€L 6 (aJougUOy) “JT WV 
9°62 9¢°9 tL'9 is'9 £6'9 cll 9Z'L S THA 32 }«86((OMNPM) “FW S 
a _ 1*'9 Is°9 gL'9 66'9 st‘L L (o[joaqguoy) “WM 
S 0g —_ os'9 tL'9 66°9 €UL 02 L g ‘TMA‘I2. (448M) FV WM L 
f 6L'9 969 GOL tol Ze'L 98°L L (ajjorquoy) “yf 
S 1g £9°9 9L'9 L8'9 LOL SUL 82 L rd ‘TITA ‘SI (oyyey) “¢ '¢ 9 
5 669 o¥'9 £9'9 £3'9 LOL 1g‘ 6 (e]}osguUOy) “S/T 
= Z Ie 029 Or 9 re'9 — ~~ _ ISL s ‘TTIA 820 (@NAEM) OM UL ¢ 
— IL'9 669 IL I'L SPL 1¢‘L 6 eTjO19UOY) “WLS 
0€ org zo'9 99°9 8L'9 10'L 9U'L PIL 8 TIIA ‘02) «= (OMAP) OM OW t 
— 69 _ IL'9 L8'9 60'L £0'L t (o1jo19U0y) “O “M 
6% 8e9 6¥'9 699 o3'9 66°9 - 9B L 8 ‘HIA‘LE «=(UNM) Mi ft 
-_ 96'9 ZO'L aL ~ a0 66 L L (ojosguoy) “7 “¢ 
rE _ oL‘’9 i8'9 06°9 80°L Zo L IZL 9 ‘TILA ‘91 (oyyey) ‘S “¢ z 
- os'9 649 989 90 4 0% L 0'L Ol (of]}019U05]) “NL 
te _ L9°9 6L9 £6'9 LOL 06 L OL t ‘ITIA ‘SI (O44P®M) FW I 
00 9*1 gil of til | ae | t:1 01 ayeuoW £61 
inje19dui9} sBuyanes qonsi2 A J9}j;0W J9p suBNY IN 
eI QU IV IOH OOOL @: PIW Sop 49;/V sop wnjeq 
TIN 917°99.L 


clar 


y 


falt 


Aue! 


(rlas 
naer 
MeL is 


|ber 


Xi 


l 


uhrt 


lei 
Teil 


Biochemische Zeitschrift Band 1 








130 B. Matsumoto : 
Tabelle XIII. 
Nr. Name der Mutter vasetinsatei ct 
1:0 o:2 1:2 1:3 1:4 1:5 


1 


2 





T. A. (Kakke) 
T. N. (Kontrolle) | 6,3 
J. S. (Kakke) | 6,2 
J. F. (Kontrolle) | 5,1 
T. K. (Kakke) 5,5 
K. O. (Kontrolle) | 9,3 
T. K. (Kakke) | 7,2 
S. T (Kontrolle) | 4,9 
T. K (Kakke) | 6,2 
M.S. (Kontrolle) | 4,9 
Y. ¥. (Kakke) 53 
Y. F. (Kontrolle) | 4,4 
K. A, (Kakke) | 68 
K. T. (Kontrolle) | 7,1 
M. Y. (Kakke) | 5,5 
M.M. (Kontrolle) | 4,9 
Y. H. (Kakke) | 5,1 
T. K. (Kontrolle) | 9,6 
H. 8S. (Kakke) | 6,2 
T. S. (Kontrolle) | 6,6 
S. S. (Kakke) | 8,1 
K. F. (Kontrolle) | 8,3 
T. T. (Kakke) | 4,7 
J. M. (Kontrolle) | 9,6 
S. K. (Kakke) | 8,5 
K. (Kontrolle) | 6,0 


53 


7,9. 10-§| 63. 10-*| 8,5. 10-*§ 11,8. 10-* | 16,2. 10-* 214.) 


8,7 13,8 16,2 316 
8.3 12,6 15,5 20,0 
oom 7,6 9,6 112 
10,2 14,1 25,7 324 
| 13,5 19,5 — 324 
| 9,8 16,6 21,9 30,2 
4,9 7,8 11,2 19,5 
| oo —_— 28,8 39.8 
| 8,5 14.8 23,4 35,5 
| 66 8,5 13,5 174 
| 48 6.0 89 11,0 
7,4 10,2 18,2 316 
10,2 17,8 31,0 38,9 
7,1 11,8 15,5 18.2 
8,1 11,8 17,0 19,1 
6,2 7,4 10,5 12,9 
— 11,2 15,2 18,6 
7,9 9.8 12,6 15.9 
5,3 8,5 10,0 12.6 
9,3 13,8 18,6 20,9 
123 19,1 22,9 31,6 
6,3 7,9 11,2 16,6 
11,2 145 18,6 22.9 
9,1 10,2 12,6 17,0 
6,5 7,1 115 16,6 





Aus den Tabellen XII und XIIT geht hervor: 


1. Setzt man zu der Normal- oder Kakkemilch das gleiche Volumen 
n/1000 HCl hinzu, so zeigt sich eine ganz schwache aber unzweifelhait 
Verminderung der [H']. Beim Beimischen von n/1000 HCl in steigender 


Menge zu der Milch vermehrt sich die [H’] allmahlich. 


2. Versetzt man die Normalmilch mit dem fiinifachen Volumen n/ 1000 
HCl, so zeigt sich [H"] = 11 . 10—8 bis 38,9 . 10-8 oder py = 6,91 bis 6,4! 
3. Versetzt man die Kakkemilch mit dem fiinffachen Volumen n /1((0 
HCl, so zeigt sich [H'] = 12,9. 10—8 bis 39,8 . 10-8 oder py = 6,89 bis 6,40 
Die beiden Werte, die bei der normalen bzw. Kakkemilch gefunden 


wurden, sind fast ganz iibereinstimmend. 


4. Nach dem Grade des Saurebindungsvermégens der beiden genannte! 
Milcharten kénnen wir diese in drei Gruppen einteilen. 

a) Bei den Milchproben von Kakke 2, 4 und 6 zeigt sich mehr oder 

weniger Verminderung des Saéurebindungsvermégens im Vergleic! 


zur normalen. 


b) Das Saurebindungsvermégen bei den Milchproben von Kakke |, 


7 und 11 steigt gegen das der normalen. 
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c) Das Séurebindungsvermégen der beiden Milchproben 3, 5, 8, 9, 10, 
12, 13 ist beinahe gleich. 


GemaéB den genannten Versuchsreihen kénnen wir mit Recht sagen, 
da8 das Séurebindungsvermégen der Kakkemilch im Vergleich zu dem der 
normalen Milch keinen nennenswerten Unterschied zeigt. 


Zusammenfassung. 


1. Das pq der kauflichen, gemischten und gekochten Kuhmilch 
betragt im Maximum = 6,64, im Minimum = 6,52, im Mittel = 6,59. 

2. Das Saurebindungsvermégen der Kuhmilch ist drei- bis vierfach 
gréBer als das der Frauenmilch. 

3. Durch einfache Verdiinnung der Milch mit destilliertem Wasser 
sinkt die Aciditaét und nahert sich die Reakticn dem neutralen Punkte 
im wahren Sinne. 

4. Da die [H] der ungekochten Milch im Hochsommer, bei 27 
bis 30°C, relativ schnell wachst, mu8B man méglichst schnell unter- 
suchen. 

5. Das py der ungekochten Milch bleibt im Eisschrank (0 bis 3° C) 
mehrere Stunden lang fast unverandert. 

6. Das pq der normalen Milch von japanischen Frauen liegt 
zwischen 7,0 bis 7,3 und betrigt im Mittel 7,17. 

7. Der Wert des py, der Milch scheint in der anfanglichen Lak- 
tationsperiode etwas gréBer zu sein als in der spiteren. 

8. Das py der Muttermilch bei Sauglingskakke betrigt im 
Mittel 7,19, d. h. dieser Wert weicht von dem der normalen Muttermilch 
kaum ab. 

9. Das Séurebindungsvermégen der Muttermilch bei Sauglings- 
kakke im Vergleich zu dem der normalen zeigt keine Abweichung. 


Zum SchluB erfiille ich die angenehme Pflicht, meinem hoch- 
verehrten Lehrer, Herrn Prof. K. Suto, fiir die Anregung und An- 
leitung zu dieser Arbeit meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 
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Bemerkungen zu der Arbeit yon A. Grevenstuk und E. Laqueur: 
Glykogengehalt der Leberjunter Insulinwirkung. II’). 


Ven 
E. Frank, M. Nothmann und E. Hartmann. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik Breslau.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1926.) 


Grevenstuk und Laqueur bestaétigen mittels der Methode wiederholter 
Entnahme kleiner Leberstiickchen unseren Befund, da8 Insulin in sehr 
kleinen Dosen beim hungernden K wminchen eine Glykogenvermehrung in 
der Leber herbeifiihrt, aber sie beziehen dieses Ergebnis nicht auf das 
Inkret als solches, sondern auf die verdiinnte Salzséure, in der es gelést 
ist. Sie fanden naimlich in Kontrollversuchen, in denen sie lediglich 1 ccm 
n/100 HCl pro Tier oder pro K logramm Tier, d. h. die Menge, welche de1 
von ihnen verwendeten Insulindosis entspricht, einspritzten, ebenfalls 
Erhéhung des Glykogengehalts, die ,,zwar nur geringfiigig, in der GréBen- 
anordnung, aber durchaus iibereinstimmend mit der von Insulintieren sei‘ 

Die Tatsache der Glykogenanreicherung in der Leber des Normal. 
tieres ist so wichtig fiir das Verstandnis der Insulinwirkung, daB wir a 
dem von autoritativer Ssvite geiuBerten Zweifel nicht stillschweigend 
vorbeigehen kénnen. 

Die Glykogenvermehrung, welche die Autoren in sémtlichen Versuchen 

— mit Insulin und mit HCl -— finden, ist, wie sie selbst sagen, geringfiigig. 
sie ist, wie wir hinzufiigen méchten, so geringfiigig, daB wir auf Grund 
derartiger Versuchsergebnisse niemals den SchluB zu ziehen gewagt hatten, 
da8 durch Insulin auch beim Normaltier eine Glykogenspeicherung er- 
gwungen werden kann. Nur in einem Versuche ist ein Wert iiber 1 Proz 
(1,2 Proz.) erreicht, und nur in zwei Versuchen insgesamt wiirden wir vor 
einem nennenswerten Plus sprechen (0,27 bis 1,2 Proz; 0,34 bis 0,77 Proz.) 
In unseren eigenen sieben Experimenten liegt nur einmal der Glykogenwert 
unter 1 Proz. (0,6 Proz.); dagegen viermal iiber 1,8 Proz. (héchster Wert 
2,8 Proz., in einer neuen Versuchsreihe sogar 3,8 Proz.). Auf Grund der 
Versuche von Grevenstuk und Laqueur ist der mittlere Glykogengehalt cer 
Leber von 24 Tieren*) nach viertégigem Hungern 0,16 Proz. (er schwankt 
meist zwischen 0,1 und 0,25 Proz.); wir sehen also, daB in unseren Ver- 
suchen eine recht betriachtliche (mikroskopisch ja auch ohne weiteres 11 


1) Diese Zeitschr. 1738. 
2) Die beiden Tiere ihrer Reihe, die méglicherweise nicht vollstandig 
gehundert haben, sind nicht beriicksichtigt. 
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die Augen fallende) Anreicherung stattgefunden hat. Wir méchten es fiir 
sehr unwahrscheinlich halten, daB leem n/100 HC! derartiges bewirken 
kénne; aus den Zahlen von Grevenstuk und Laqueur geht es jedenfalls 
nicht hervor, hier ist maximal ein Wert von 0,47 Proz.. durchschnittlich 
nach 2 Stunden) ein soleher von 0,21 Proz. erreicht'). Im iibrigen spielt 
die Saure — und das ist das Wichtigste —- in unseren Versuchen gar keine 
Rolle. Denn wir haben, um ?/j9 bis */,) klinische Einheiten zu applizieren, 
1, bis 1 cem einer mit physiologischer Kochsalzlésung auf das Hundertfache 
verdiinnten Lésung des Originalinsulins eingespritzt. Zum Uberflu8 haben 
wir das py der Originallésung gemessen und kolorimetrisch einen Wert 
von 5,4 bis 5,6, elektromotorisch einen Wert von 6,019 festgestellt. 

Worauf kénnte wohl der Unterschied der Ausschlige in der Versuchs- 
reihe von Grevenstuk und Laqueur und der unserigen beruhen ? Die hollandi- 
schen Autoren haben sich rach unserer Angabe einer Insulindosis von 
\/) klinischer Einheit pro Kilogramm oder gar pro Tier bedient. Thre 
Tiere muBten aber wohl wahrend der Versuchsdauer éfters aufgebunden 
werden und waren mehrfach einem operativen Eingriff — der Leber- 
entnahme — ausgesetzt, alles MaBnahmen, die, wie die Autoren selbst 
nachgewiesen haben, glykogenmobilisierend wirken ; fiir diesen Fall erscheint 
die gewahlte Insulinmenge zu klein; das ist daraus zu ersehen da8 der Blut- 
zucker wahrend der Versuchszeit oft erheblich ansteigt oder gleichbleibt, nur 
gelegentlich voriibergehend einma! ein wenig absinkt. 

Es geht vielleicht aus der ,,kurzen wissenschaftlichen Mitteilung*, 
die wir bis jetzt nur iiber unsere Experimente gemacht haben, nicht geniigend 
deutlich hervor, da8 wir jedesmal bestrebt waren, eine starke Senkung 
des Blutzuckers zu erzielen, ohne daB jedoch Kraimpfe auftraten. Nur 
eine Glykogenbestimmung bei tiefem Stande des Blutzuckers s¢hien uns 
iiberhaupt von Wert, und nur solche Tiere wurden ausgewahit, bei denen 
dieser tatséchlich erreicht wurde. Es sei zur Veranschaulichung ein 
charakteristisches Protokoll wiedergegeben, das wir, um miBverstandlichen 
Deutungen vorzubeugen, trotz der Kiirze unserer vorléufigen Mitteilung 
daselbst zu bringen nicht hatten unterlassen sollen. 


Protokoll. 
Kaninchen 83; hungert seit 19. Marz 1925, 8 Uhr vormittags. 


23. Marz. Gewicht 950g." 
8 Uhr 30 Minuten Blutzucker 0,099, 5 
45 1/1) Ynsulineinheiten,' Wellcome, subkutan, 
15 Blutzucker 0,048, keine Krampfe, 
20 ve 0,048, ,, - 
20 a 0,066, ,, ” 
12 , 4 am Tétung durch Nackenschlag, 
Lebergewicht 25g, Glykogengehalt 2,06 Proz. 
In unseren Versuchen erwies sich 1/,) klinische Einheit als passende 
Dosis, aber unsere Tiere waren weder gefesselt, noch einem operativen 
Trauma ausgesetzt, d.h. es wurde jeder glykogenmobilisierende Einflu8 


1) Es ist auffallig, daB Saure iiberhaupt Glykogenansatz machen soll, 
nach den iibereinstimmenden Erfahrungen zahlreicher Autoren (Elias, 
Gottschalk und Pohle) gehért sie zu den glykogenmobilisierenden Faktoren. 
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peinlich vermieden. Diesen Punkt haben Grevenstuk und Laqueur an. 
scheinend iibersehen ; die Blutzuckerkurve ihrer Tiere erweist, daB glykogen. 
abbauende Tendenzen am Werke waren, denen gegeniiber die kleine Insulin 
gabe ziemlich machtlos war. Deutliche Ausschlage waren bei ihrer Versuchs 
anordnung von vornherein nicht mit groBer Wahrscheinlichkeit zu er. 
warten. Entnahme von Leberstiickchen in kurzen Intervallen ist uns 
deshalb immer sehr unzweckmaBig erschienen. Die einmalige Bestimmung 
im Vergleich mit einem an méglichst vielen Tieren, die gleich lange hungern, 
ermittelten Normalwert scheint uns brauchbarere Resultate zu_liefern 
Am ehesten kénnte man noch so vorgehen, daB man nach drei Hunger. 
tagen ein Leberstiickchen entnimmt und den Versuch mit Insulin 24 Stunden 
spater anstellt. 
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Das Verhalten des Farbstoffs im Blute bei entmilzten Hunden. 
Von 
G. Farkas und H. Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 31. Juli 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Ausscheidung der in das Blut injizierten Stoffe erfolgt ver- 
schieden schnell und hangt zunichst von ihrer kristalloiden und 
kolloidalen Natur ab. 


Die Kristalloide wandern nach den grundlegenden Versuchen von 
Frey (1919) durch Diffusion schnell aus dem Blute in das benachbarte 
Gewebe, bis es zu einem Konzentrationsausgleich kommt. Von diesem 
Zeitpunkt an, wo die Konzentration im Blute und in dem Gewebe gleich 
geworden ist, wird der Farbstoff durch die Nierentatigkeit langsam im 
Blute zum Verschwinden gebracht. Die kolloidalen Stoffe verlassen hin- 
gegen viel langsamer die GefaBe, wie dies Starling (1894, 1899), Asher (1908), 
Magnus (1900) in ihren Arbeiten hervorheben. Die Ausscheidungs- 
geschwindigkeit der Kolloide wird durch mehrere ihrer Eigenschaften 
bedingt. Vorerst spielt die chemische Struktur der Stoffe eine groBe Rolle. 
Basische Farbstoffe wandern namlich viel schneller aus dem Blute als 
saure. Nach Krebs und W itigestein (1926) hangt dies mit der Adsorptions- 
wirkung des Zellprotoplasmas bzw. des ZelleiweiBes zusammen, da durch 
sie basische Stoffe im allgemeinen gut absorbiert werden, saure dagegen 
nur negativ. Da ferner die Zellen wasserarmer sind als das Blut, enthalten 
sie mehr Adsorbenzien und reiBen hierdurch die gut adsorbierbaren basischen 
Stoffe schnell an sich, wahrend die sauren, die nur negativ adsorbiert werden, 
langer im Blute verbleiben. Bei dem Auswandern der Farbstoffe spielt 
auch die Warme eine Rolle, wie dies Okuneff (1924) feststellte, als er darauf 
hinwies, daB der injizierte Farbstoff an den erwarmten Stellen sich viel 
mehr ansammelt als an den unerwarmten. Auch der Dispersitaétsgrad der 
Farbstoffe ist von Bedeutung, allerdings verschwinden die Carbinole (Wasser- 
blau, Lichtgriin, Séurefuchsin), die im Blute farblos kreisen, immer lang- 
samer aus dem Blute als andere Farbstoffe, die sonst den gleichen Dis- 
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persitatsgrad aufweisen. Krebs und Witigestein bestimmten in einer 

Arbeiten (1926) das Verhalten von 18 Teerfarbstoffen im Blute von Hur 
Sie fanden, daB Fuchsin und Safranin am schnellsten, Trypanblau 
Wasserblau am spétesten aus dem Blute verschwinden. Dies stimmt 

gut mit dem schon friiher Erwahnten iiberein, da8 namlich die basis; 
Stoffe schnell aus dem Blute ausscheiden. 

Okuneff (1924) untersuchte unter anderem auch das Verhalten vo; 
Farbstoff im Blute bei der Ausschaltung groBer Gebiete des retikulo. 
endothelialen Systems durch das Unterbinden gréBerer GefaBe. Bei de 
Unterbindung der Aorta abdominalis und in einem anderen Falle der Ar: 
mesenterica superior fand er, da8 tatsaéchlich eine gréBere Verlangsamuny 
der Farbstoffausscheidung eingetreten ist, als eine Folge des Ausfallens de 
Endothelflachen. Auch nach Nephrektomie fand er einen Unterschied j; 
der Farbstoffauswanderung aus dem Blute, indem der Farbstoff anfang 
schneller, spaiter langsamer aus dem Blute verschwand. Hierin erblickt ¢ 
einen Beweis dafiir, daB der Farbstoff zuerst gegen das Gewebe das Blu 
verlaBt und erst spater langsam durch die Nieren ausgeschieden wird. 


Bekanntlich haben Mac Nee und Landau (1914) die Zellarten, dure! 
die in die Blutbahn injizierte Farbstoffe auffallend gut adsorbiert werden 
in das Retikuloendothelsystem zusammengefaBt. Hierher gehéren nach 
ihnen die Zellen der Lymphknoten, der Milz, des Knochenmarks, «er 
Leber und der Nebennieren. Seit kurzem rechnet man nach Lubarsc/ 
(1921) auch die Retikuloendothelien des Thymus hierher. In diesen 
System spielen wahrscheinlich Milz, Leber und Knochenmark it 


ihren Zellen eine ganz hervorragende Rolle. Dies hatte uns auch zw 
Untersuchung der Frage gefiihrt, eine wie groBe Rolle die Milz in diesem 
System spielt, d. h. wie sich das Verhalten der Farbstoffe im Blute 
andert, wenn die Milz entfernt wird. 


Methodik. 


Zu unseren Versuchen verwendeten wir Hunde, in deren Blutbahn wi 
2proz. Trypanlésung spritzten. Wir wahlten Trypanblau, weil es eine: 
Farbstoff darstellt; der nach Krebs und Wittgestein am laingsten im Blut: 
verweilt, Bei der Dosierung fiihrte uns das Prinzip, daB wir pro Kilogramn 
nicht mebr als 1 cg Farbstoff einfiihrten. Nach der Verabreichung des 
Farbstoffs entnahmen wir den Tieren nach 5, 30 Minuten und 1, 4, 7. 
24 Stunden Blut. Das Blut gewannen wir direkt aus dem Herzen. Das 
Blut wurde mit einer kleinen Menge einer Lésung von Natriumoxalat 
vermischt und daraus das Plasma durch Zentrifugieren gewonnen. Di 
Konzentration der Farbstoffmenge wurde dann in dem Autenriethsche 
Kolorimeter bestimmt, wo wir als Standardlésung eine 1 : 5000 Trypanblau 
lésung verwendeten, die wir nach dem Vorschlag von Okuneff noch mit 
einer %proz. Gelatinelésung versetzten. Aus den erhaltenen Werte: 
wurde die Menge des Farbstoffs unter Zuhilfenahme einer Eichungskurv: 
berechnet. 

Bei jedem Hunde wurde zuerst unter normalen Verhialtnissen di 
Farbstoffausscheidung untersucht, dann wurde die Milz entfernt, und erst 
2 Wochen nach der Operation wiederholten wir den Farbstoffversuch. 
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Farbstoff im Blute bei entmilzten Hunden. 


Erster Versuch. 


Hund, Mannchen, 12 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch wurde 
an 13. April 1926 ausgefiihrt. Die Operation war am 17. April 1926. Die 
weiteren Farbenausscheidungsversuche waren am 2. Mai und 14. Mai 1926. 
Bei dem ersten Versuch gaben wir 6 ccm von der 2proz. Trypanblaulésung, 
bei den letzteren zwei 5 ccm, weil der Hund durch die Operation 2 kg von 
seinem Gewicht verloren hat. 


Im Versuch vor der Operation fanden wir 
nach 5 Minuten nach der Injektion 70 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 *» me a es 


1 Stunde 
4 Stunden 


Bei demselben Versuchstier nach der Operation 
nach 30 Minuten nach der Injektion 77 Proz. in dem ersten und 81 Proz. 
in dem zweiten Falle der eingefiihrten Farbenmenge, 
1 Stunde nach der Injektion 58 Proz. in dem ersten und 59 Proz. 
in dem zweiten Falle der eingefiihrten Farbenmenge, 


4 Stunden nach der Injektion 57 Proz. in dem ersten und 52 Proz. 
in dem zweiten Falle der eingefiihrten Farbenmenge, 

nach der Injektion 37 Proz. in dem ersten und 24 Proz. 
in dem zweiten Falle der eingefiihrten Farbenmenge. 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 

















Zweiter Versuch. 


Hund, Mannchen, 84% kg. Erster Farbenausscheidungsversuch wurde 
am 15. April 1926 ausgefiihrt. Die Operation war am 21. Mai 1926. Der 
zweite Farbenausscheidungsversuch wurde am 5. Mai vollbracht. Im ersten 
Versuch gaben wir 4,5 ccm von der 2proz. Trypanblaulésung, im zweiten 
4ecm, da das Versuchstier durch die Operation 4% kg von seinem Gewicht 
verloren hat. 
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Im Versuch vor der Operation fanden wir 
nach 5 Minuten nach der Injektion 58 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 »» ” . 50 
1 Stunde 45 
4 Stunden , 26 
18 
8 


Bei demselben Versuchstier nach der Operation 
nach 5 Minuten nach der Injektion 98 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
» 30 o oe es 79 vs - os 
1 Stunde ins ; 58 
4 Stunden __,, 53 
7 - aa 34 
Die erhaltenen Daten, durch ein ocr 


zeigen das Folgende: wor 
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Abb. 2. 


Dritter Versuch. 


Hund, Mannchen, 12kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 
wurde am 26. April 1926 ausgefiihrt. Die Operation war am 30. Apri 
1926. Der zweite Farbenausscheidungsversuch wurde am 20. Mai 1926 
ausgefiihrt. Im ersten Versuch gaben wir 6cem von der 2proz. Trypan- 
blaulésung, im zweiten 5,5 ccm, da der Hund durch die Operation | kg 
von seinem Gewicht verloren hat. 


Bei dem Versuch vor der Operation fanden wir 
nach 5 Minuten nach der Injektion 53 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 % % 48 
1 Stunde ss 44 
4 Stunden »» 29 
18 
” ll 


Bei demselben Versuchstier nach der Operation 
pach 5 Minuten nach der Injektion 99 Proz. der eingefiihrten Farbenmeng* 
» 30 o» % 77 
1 Stunde ” 
4Stunder ,, 
7 »» ”» 
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Die erhaltenen Daten, anschaulicher gemacht durch ein Graphikon, 
zeigen das Folgende : 
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Abb. 3. 


Wie aus den Daten und Abbildungen ersichtlich ist, verschwindet 
der Farbstoff viel langsamer aus dem Blute, wenn die Milz entfernt 
worden war. 


Zusammenfassung. 

Bei entmilzten Hunden wird der in die Blutbahn injizierte Farb- 
stoff viel langsamer ausgeschieden, als bei normalen Tieren. Dies ist 
ein Beweis fiir die hervorragende Rolle, die die Milz im retikuloendo- 
thelialen System spielt. ) 
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Analytische Mitteilungen. V. 
Von 
Ludwig Pincussen. 


Uber die nephelometrische Bestimmung der Phosphate. 


Von 
Franz Juliusburger. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des Stadtischen Krankenhavs 
am Urban, Berlin.) 


(Eingecangen am 2. August 1926.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


ht 


Die nephelometrische Bestimmung der Phosphate im Bhute gi! 
nach unseren Erfahrungen und bei genauer Innehaltung des Vorgehens 
das in der ,,Mikromethodik* geschildert ist, durchaus gute Resultat 
Die Methode besteht bekanntlich in der Erzeugung einer Triibung i: 
den durch Veraschung gewonnenen Phosphatlésungen mit Hilfe de: 
Molybdan-Strychninreagens (Kleinmann). Da aber  gelegentlic! 
besonders bei Anwendung des Verfahrens von weniger Geiibten zw 
Teil nicht unerhebliche Differenzen auftraten, so wurde versucht, di: 
Bedingungen noch einmal genau zu prazisieren und zugleich zu ver 
suchen, ob die oder jene Fehlerquelle nicht vermieden werden kénnt: 

Als Fehlerquellen kamen nach unseren bisherigen Erfahrungen vi: 
allen Dingen zwei in Betracht: 1. Die Aciditaét der Lésung vor dem Zu 
satz des Reagens, die augenscheinlich die Ausbildung der Triibung stark 
beeinfluBt, und 2. eine Veriinderung der Triibung bei lingerem Stehe: 

Es wurde zuniichst die erste Bedingung gepriift. Zu Phosphat 
lésungen gleichen Gehalts — es wurde hierzu die gebrauchsfertig 
Phosphorsiurestandardlésung gewahit, die in 5 ccm 0,03 mg P,O, en 
halt — wurden in ganz der gleichen Weise wie im allgemeinen fiir «. 
Phosphatbestimmung iiblich, Wasser und darauf wechselnde Menge: 
von Salpetersiure in einem 50-ccm-MeBkélbchen zugefiigt, so dal} di 
Gesamtmenge der Lésung ungefaihr 45 ccm betrug. Die Salpetersaw 
wurde genau aus einem Teile konzentrierter Salpetersaéure, spezifische: 
Gewicht 1,40, und zwei Teilen Wasser gemischt. Das Reagens wure 
darauf in Mengen von 2ccem zugegeben, bis zur Marke mit Wasser 
aufgefiillt und vermischt genau 20 Minuten stehengelassen. Als Ve 
gleich diente eine Phosphatlésung, zu der 5 ccm Salpetersiure zugefig 
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waren. Die Kurve Abb. 1 zeigt sehr deutlich, daB die unter diesen Um- 
anden erhaltene Triibung bei Zusatz steigender Mengen bis 5 ccm einem 
Maximum zustrebt, um dann sehr schnell zu 

fallen, so daB bei einem Zusatz von 7 ccm 
Salpetersaure die Triibung tiberhaupt aus- 49/ 
bleibt. Es ergibt sich also, daB die er- 8} 
forderliche Salpetersiure sehr genau mit 97) 











iner Pipette abgemessen werden muB, da iS 

«hon ein geringer Uberschu8 zu _ einer re 

starken Verminderung der Triibung fiihrt. id 

Es ergibt sich des weiteren, daB die Neu- 4%! So 

tralisation der veraschten Fliissigkeit bei a3+-8- 

der Phosphatbestimmung sehr sorgfiltig arte; 

wsgefiihrt werden mu8; ist auch eine | mk 
geringe Alkalisierung nicht so gefihrlich, “4 com HNOs 

ia die Kurve bei etwas geringerem Siure- “~~ 7 2 3 4% 5 6 
musatz nur wenig fallt, so empfiehlt sich doch Abb. 1. 


dringend ein méglichst genaues Arbeiien. 

Die zweite, heiklere Frage ist die Verinderung der Triibung bei 
ugerem Stehen. Wahrend es sich in allen Versuchen zeigte, daB gleich 
hergestellte und gleich lange stehende Lésungen dieselbe Triibungs- 
intensitét besitzen, ergab sich sehr deutlich eine Zunahme der 
Triibung bei langerem Stehen, die besonders in der ersten Zeit recht 
erheblich ist. Zur Priifung wurden auf gleiche Weise hergestellte Ver- 
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Abb. 2. 

whslésungen mit einer anderen, stets frisch hergestellten verglichen, 

velche eine bestimmte Zeit, 10, 12 oder 20 Minuten, gestanden hatte, 


wahrend die anderen Lésungen gewisse Zeit vor dieser angesetzt wurden, 
» daB sie lingere Zeit standen. Von diesen Versuchen sei nur einer 


rwihnt, bei welchem als Testlésung eine solche Mischung diente, die 


‘eim Nephelometrieren 10 Minuten alt war, wihrend man die anderen 


5 bis 65 Minuten stehen lieB. Kurve Abb.2 gibt die Ergebnisse 
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dieser Versuche; es erhellt aus ihr sehr deutlich, daB unter den ap. 
gegebenen Bedingungen die Triibungsstirke bis zu 40 Minuten mehy 
oder weniger steil zunimmt, da erst mit ungefahr 40 bis 45 Minute; 
ein Gleichbleiben erreicht wird. Im tibrigen andern sich diese Ver. 
haltnisse, wie auch die Kurve zeigt, quantitativ in gewissen Grenze; 
nach den Versuchsbedingungen, Séurezusatz usw. Unter genane 
Innehaltung der Versuchsbedingungen verlaufen dagegen die Kurvye; 
ganz identisch. 

Diese Abhangigkeit von der Zeit kann unter Umstinden avfer. 
ordentlich stérend sein, insbesondere weil unter diesen Bedingunge; 
wenn man nicht mindestens 50 Minuten wartet, die Triibung weite 
zunimmt, so da8 vor allem in solchen Fallen die Testlésungen stets 
frisch bereitet werden miissen. Ubrigens tritt bei zu langem Stehen 
gelegentlich auch Flockung auf, welche den Vergleich ganz unmiglic) 
macht. Diesem Ubelstand kann man ohne weiteres dadurch abhelfe: 
da8B man zu der triiben Lésung in einem gewissen Zeitpunkt einig 
Kubikzentimeter einer Gummiarabikumlésung zufiigt. Es hat sich als 
am zweckmiBigsten erwiesen, nach Fertigstellung der Mischung, als 
Auffiillen bis zur Marke und Stehenlassen fiir eine bestimmte Zeit 
2ccem einer 10proz. Gummiarabikumlésung zuzufiigen, welche man 
durch Verdiinnung einer nach der Vorschrift des Arzneibuches her. 
gestelilten 30proz. Lésung erhalten hat. Es ist selbstverstandlich Vor. 
bedingung, daB diese Gummiarabikumlésung optisch leer ist. Dieser 
Zusatz halt die Triibung genau auf dem augenblicklichen Stande, er 
,,bremst“ also die Reaktion. Zufiigen vor Ausbildung der Triibung 
also sofort nach der Mischung, hindert das Entstehen der Triibung 

Diese Tatsache, daB eine mit Gummiarabikum versetzte Loswy 
ihre Triibung nicht mehr aindert, wurde dadurch bewiesen, da frisch 
hergestellte Testlésungen, die z.B. 10 Minuten alt waren, in ihrer 
Triibung mit einer Lésung iibereinstimmten, die nach der gleichen 
Zeit, also nach 10 Minuten, mit Gummiarabikum versetzt worden war 
und iiber 1 Stunde stehengelassen wurde. Die Kurve Abb. 3 zeigt dies 

















170° 50” 60° | 
Abb. 3. hand 

Verhaltnisse. Die geringen Abweichungen um 2 Proz. nach oben oder =e 

unten riihren augenscheinlich daher, daB wahrend der Ablesungsze't 

die Testlésung, die nicht gebremst ist, ein wenig altert. Zur Kontrol! 

wurde auch der umgekehrte Weg eingeschlagen. Als Test diente ein 

gebremste Phosphatlésung, mit der nun linger stehende Versuch 
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jjsungen verglichen wurden. Das Bild, welches die Kurve Abb. 4 zeigt — 
das Alter der gebremsten Testlésung war 10 Minuten —, entspricht 
in seinem Charakter durchaus dem Bilde der Kurve II in Abb. 2 und 
zeigt ebenso wie diese die Zunahme der Triibung gegeniiber einer Test- 
jjsung bestimmten Alters, das eben hier durch den Zusatz des Gummi- 
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arabikums kiinstlich festgehalten wurde. Es sei noch hinzugefiigt, 
daB die Bestandigkeit der durch Zusatz von Gummiarabikumlésung 
gebremsten Molybdan-Strychnintriibung mindestens 2 bis 21 Stunden 
betrigt, so daB es nunmehr méglich ist, dieselbe Testlésung fiir eine 
grobe Serie von Versuchen zu verwenden. 

Die praktische Ausfiihrung der Phosphatbestimmung gestaltet 
sich demnach folgendermaBen: Ein aliquter Teil der aus der Ver- 
aschung gewonnenen, genau neutralisierten Lésung wird in ein 50-cem- 
Kélbchen tiberfiihrt, ebenso in ein anderes 5ccm der Testlésung. Mit 
einer Pipette werden je 5ccm der | + 2 verdiinnten Salpetersiure zu- 
gefigt, bis ungefahr 45ccm mit Wasser aufgefiillt, durchgemischt, 
schnell hintereinander in jedes GefaB 2ccm des Reagens zugegeben, 
zr Marke aufgefiillt, umgeschiittelt und eine mit der Uhr genau kon- 
trollierte Zeit, am zweckmaBigsten 30 Minuten, stehengelassen. Jetzt 
werden zu jedem Kélbchen 2 ccm Gummiarabikumlésung zugegeben, 
durchmischt und nun nach beliebiger Zeit, aber nicht langer als nach 
2\, Stunden, die nephelometrische Bestimmung ausgefiihrt. Sind in 
dieser Zeit noch andere Proben zu untersuchen, so werden sie in gleicher 
Weise behandelt und ebenfalls nach genau 30 Minuten mit Gummi- 
arabikum versetzt. Die erste Testlésung kann, wenn sie nicht Alter als 
21, Stunden ist, ohne weiteres zum Vergleich benutzt werden. 


Nachschrift: Die nach Niederschrift dieser Arbeit erschienene Ab- 
handlung von Kleinmann (diese Zeitschr. 174, 43, 1926) ist auf die hier 
niedergelegten Tatsachen ohne EinfluB. _y! 











Zur Methodik der Neutralfettbestimmung im Blute 
nach Ivar Bang. 
Von 
A. Liéw. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Krankenhauses der Wiener 
Kaufmannschaft.) 


(Eingegangen am 2. August 1926.) 


Die Mikrobestimmung des Neutralfettes im Blute nach /pa 
Bang wird als Differenzmethode zwischen der Chromsiaurereduktio: 
des Blutes einerseits und der Chromsiurereduktion des zu jeder 
Bestimmung gehérigen Leerversuchs andererseits ausgefiihrt. Nw 


hat sich uns der Ubelstand ergeben, daB die Reduktionsgriil 
des Leerversuchs derjenigen des Blutfettes so nahe kommen kann, da’ 
die Resultate zu unsicher sind, die Methode infolgedessen nicht 
verwert»ar wurde. So erhielten wir bei Leerversuchen mit Vorlage vo 
leem n/10 Chromsiure Reduktionen von 0,25 bis 0,35 cem (0,3 cc: 
im Durchschnitt, bei Blutfettreduktionswerten von 0,36 cem im Durch. 
schnitt). Die Ursache dieses hohen Blindwertes kann nur darin liege: 
daB der zur Fettextraktion verwendete Petrolither Chromsiun 
reduzierende Substanzen in gréBeren Mengen enthalt, die bei der tibliche: 
Destilllation — d.i. bei neutraler Reaktion — in das Destillat tiber- 
gehen. Nun wird dieses Destillat im Verlauf der Fettbestimmung nac! 
Zusatz von Alkali — zwecks Verseifung des Fettes — abgedampft, der 
Riickstand weiter verarbeitet. Da sich in diesem Riickstand die Chrom- 
siiure reduzierenden Substanzen befinden, so ergibt sich, daB nur jen 
reduzierenden Substanzen stérend wirken, die bei Anwesenheit voi 
Alkali nicht fliichtig, bei neutraler Reaktion jedoch fliichtig sind. We 

nun der fiir die Fettbestimmung zu verwendende Petrolather nicht i 

der bisher iiblichen Weise, d.i. bei neutraler Reaktion, sondern bei 
Gegenwart von Alkali gereinigt wird, so ist nun das Destillat von jene! 
Chromsaure reduzierenden Stoffen, die bei der Verseifung im Riickst 

bleiben kénnten, befreit. Tatsachlich erhielten wir, wenn der Petro 
iither bei Anwesenheit von Alkali (lcem n Lauge zu 500) destillicr 
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war, viel niedrigere Blindwerte als friiher, namlich bei Vorlage von 1 ccm 
10 Chromséure, Reduktionen von 0,02 bis 0,08cem (0,05ccm im 
Durchsechnitt). Es ist klar, daB durch diese einfache Modifikation die 
Neutralfettbestimmung an Zuverlissigkeit gewinnt und im gréBeren 
\usmaB als bisher fiir klinische Zwecke verwendet werden kann. 


Zusammenfassung. 

Es wird vorgeschlagen, bei der Neutralfettbestimmung nach 
Ivar Bang den zu verwendenden Petrolither zwecks Reinigung bei 
\nwesenheit von Alkali zu destillieren. Durch diese Modifikation 
werden genauere Resultate erzielt. 


Biochemische Zeitschrift Band 177. 














Untersuchungen iiber das Schicksal des Cadmiums 
nach parenteraler Einverleibung. 


Von 
Georg Hessel. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg 


(Eingegangen am 6. August 1926.) 


Nachdem das Cadmium auf Grund der pharmakologischen Unter. 
suchungen von Kochmann und der klinischen Anwendung durch 
Grouven') in die Therapie der Syphilis eingefiihrt worden ist, war es 
wiinschenswert, iiber sein Schicksal im Kérper unterrichtet zu sein 

Untersuchungen dieser Art sind fiir Cadmium bisher nur von Marmé? 
und Schwartze und Alsberg*) ausgefiihrt worden. Marmé konnte das resor. 
bierte Cadmium im Blute, in der Leber, den Nieren, dem Herzen und Gehin 
der Versuchstiere nachweisen.* Die Ausscheidung beginnt nach ihm bald 
nach der Einverléibung und erfolgt mit Unterbrechungen hauptsicblich, 
wenn nicht ausschlieBlich durch die Nieren. Uber die Art der Einverleibung 
des Cadmiums macht er keine bestimmten Angaben. Zum Nachweis fillt: 
er das Cadmium nach Zerstérung der organischen Masse mit chlorsaurer 
Kali-Salzsaiure als CdS, das unter Umstinden zur quantitativen gravi- 
metrischen Bestimmung in CdO iibergefiihrt wurde. Fiir den Nachweis 
kleinerer Mengen benutzte er die elektrolytische Methode. Zahlenmabig: 
Angaben iiber die in den Organen und Ausscheidungen gefundenen Cadmium. 
mengen macht er nicht. 

Schwartze und Alsberg fiitterten Katzen mit Cadmium und konnte: 
dieses in der Leber, den Nieren, der Milz und im Urin nachweisen. Di 
resorbierten Cadmiummengen waren unbekannt. ZahlenmaéBige Angabe: 
liegen nur fiir die in den Organen gefundenen Cadmiummengen vor. Uber 
die Methode des Nachweises ist nichts angegeben. 


Ich stellte Versuche an Kaninchen, Hunden und Menschen «0, 
iiber die Resorption des Cadmiums, seine Verteilung im Organismus 


1) Deutsch. Med. Wochenschr. 1925, S. 427. 
2) Zeitschr. f. rat. Med. 29, 125, 1867. 
8) Journ. of Pharm. u. exper. Therap. 21, Nr. 1, 1923. 
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und seine Ausscheidung. Gepriift wurden zwei Praparate; das wasser- 
und Glunlésliche Cadmiumsubsalicylat in éliger Aufschwemmung!) bei 
intramuskularer, und ein gut wasserlésliches Komplexsalz des Cadmiums 
bei intravenéser Applikation. 


Der quantitative Nachweis des Cadmiums geschah durch folgenden 
\nalysengang: Die nach Entblutung der Tiere gewonnenen Organe, 
fener der gesammelte Urin und Kot wurden mit KC1O, und HC! auf 
lem Wasserbad zerstért, die klare hellgelbe Fliissigkeit vom unzerstér- 
haren Riickstand abfiltriert, das Filtrat durch Eindampfen auf dem 
Wasserbad vom gréBten Teile der freien HCl] befreit, mit Wasser auf- 
gnommen und noch vorhandenes freies Chlor durch Kochen verjagt. 
ie Fliissigkeit wurde dann mit Wasser so weit verdiinnt, daB der 
Siuregrad leem HCl konzentriert auf 100ccm Fliissigkeit betrug, 
iso etwa 0,38 Proz. Bei diesem Siéuregrad ging die Fallung kleiner 
(admiummengen am besten vor sich. Unter Umstanden war es nétig, 
ine geringe Menge NaOH zuzusetzen, um die Fliissigkeitsmenge zu 
eschrinken. Das Cadmium wurde aus dieser Lésung mittels H,S 
is CdS gefallt. Durch Fiallung aus saurer Lésung vermeidet man, 
daB etwa anwesendes Fe und Zn mitgefillt wird, und erhilt auberdem 
ein gut filtrierbares CdS. Das Einleiten von H,8 geschah in die heiBe 
Fliissigkeit, wurde bis zum Erkalten fortgesetzt und wihrte etwa 
\!, bis 2 Stunden. Wahrend des Einleitens wurde die Lésung durch 
iuflieBen von etwa 20 bis 50cem H,O weiter verdiinnt. Dadurch 
wird die Fallung des,Cadmiums beschleunigt, bei kleinen Mengen oft 
«gar erst ausgelést. Die mit H,S gesattigte Fliissigkeit blieb 12 bis 
4 Stunden, mit einem Korkstopfen lose verschlossen, stehen und wurde 
dann durch ein aschefreies Filter filtriert. Das Filtrat wurde sofort 
durch einen Rosenthal- (bzw. Berliner) Porzellanfiltriertiegel abgesaugt, 
der selbst Spuren von kolloidem Cd§ zuriickhielt. Das Filter mit dem 
H,S-Niederschlag wurde bei 100° getrocknet und im Porzellantiegel 
nach Stolte?) verkohit und leicht gegliiht. Es gelingt dadurch, den 
gréBten Teil der auch nach energischster Zerstérung mit KClO, und 
HCl noch in der Lésung verbleibenden organischen Substanzen, die 
duch H,S mit ausgefiillt werden, zu beseitigen. Heftiges Gliihen 
wurde vermieden, um keine Verluste durch Reduktion von CdS in 
vicht verdampfbares, metallisches Cd und durch Sublimation von 
(d,C1],S zu erleiden (Cd,Cl,8, Cadmiumsulfochlorid, wird gleichzeitig 
mit CdS in wechselnder Menge durch H,S aus salzsaurer Léisung 
gefillt). Die Kohle wurde mit heiBer HCl (1:3) aufgenommen, auf 


1) Von der chemischen Fabrik v. Heyden in Radebeul-Dresden unter 
lem Namen ,,Cadmiol‘“‘ in den Handel gebracht. 
2) Diese Zeitschr. 85, 104, 1911. 
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dem Wasserbad digeriert, gut verrieben, dann filtriert und mit heifey 
Wasser reichlich nachgewaschen. AuBerdem wurde etwa an den (Glas. 
wanden haftendes CdS aus dem GefaB, in dem die Cd 8-Fallung stat. 
fand, mit heiBer HC] herausgelést und ebenfalls filtriert. Die beidey 
vereinigten Filtrate, die auf 100 ccm Fliissigkeit 1 cem HC] konzentrier 
enthielten, wurden erhitzt und ebenfalls mit H,S behandelt.  Dabe; 
fallt Cadmium wiederum als Cd8 aus. Die Fliissigkeit wurde nach etwa 
12 Stunden durch den oben erwahnten Porzellanfiltriertiegel abgesaug: 
das CdS darin durch HC! (1:3) gelést, die HCl auf dem Wasserha 
weggedampft, das zuriickbleibende CdCl, in H,O aufgenommen uni 
die Menge auf kolorimetrischem Wege bestimmt. Dabei gab die Reagenz. 
glasmethode, bei der eine Reihe Reagenzglaser mit der lichten Weit 
von 14mm bekannte steigende Mengen Cd zum Vergleich enthielten 
die besten Ergebnisse. Die Herstellung der Vergleichslésungen gescha) 
folgendermaBen. Die Glaser wurden mit bekannten Mengen einer 
CdCl,-Lésung beschickt, auf 9ccm mit H,O aufgefiillt, 1 ccm einer 
frisch bereiteten filtrierten lproz. Gelatinelésung als Schutzkolloid 
zugesetzt, mit 10 Tropfen 25proz. Ammoniaklésung versetzt und zum 
Schlu8 2 Tropfen einer frisch bereiteten Schwefelammonlésung zu. 
gesetzt. Das Schwefelammon erzeugt in dieser Lésung_ kolloicdes, 
griinlichgelb gefairbtes CdS von hinreichender Bestandigkeit. Die 7 
priifende Cadmiumlésung wurde genau so hergestellt. Das Vergleichen 
erfolgte im Komparator nach Walpole unter gleichzeitiger Vorschaltung 
einer Matt- und Blauglasscheibe. Es lieB sich auf diese Weise noch 
eine Konzentration von 1: 70000 nachweisen, und da wir 10,5 ccm 
Fliissigkeit verwendeten, 0,15 mg Cd quantitativ fassen. Oberhall 
von 0,15 mg Cd lieBen sich die Unterschiede bis auf 0,1 mg Cd mit 
Sicherheit erkennen. Geringere Mengen lieBen sich zahlenmaBig nicht 
mehr fassen, da das verwendete Schwefelammon selbst in frisch be. 
reiteter Lésung eine gelblichgriine Eigenfarbung hat, die bei 2 Tropfen 
Schwefelammon auf 10,5ccm H,O zwar unterhalb von der durch 
0,15 mg Cd hervorgerufenen Fiarbung, aber dicht bei ihr liegt. Lag dic 
Farbung einer Probe zwischen 0,15 mg Cd und der eben beschriebenen 
Eigenfirbung des Schwefelammons, so wurde dies als Spuren Cd be- 
zeichnet. Es ist darauf zu achten, daB die organische Substanz energise! 
zerstért wird, da bei mangelhafter Zerstérung die Endreaktion eine 
stérende Firbung nach braun hin zeigen kann. Eine gelbbrawe 
Ténung geringen Grades jedoch, die gelegentlich bei Verarbeitung 
groBer Mengen von Urin, besonders aber von Kot, auftreten kann, 
stért nicht, wenn man die kolorimetrische Messung im Komparator 
nach Walpole unter Vorschaltung einer Matt- und Blauglasscheil« 
vornimmt. Wir erhielten mit dieser Methode gut brauchbare Ergebnis, 
wie die Probeanalysen zeigen, s. Tabelle I. 
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Schicksal des Cadmiums. 


Tabelle I. 





CdCl, 


Analysiert zugesetzt | gefunden 
mg mg 





1000 cem Urin 10 10,2 +02 
+0 


+ 0,3 
— 0,4 
— 05 —10 
1000 cem Urin — 0,3 —10 
1000 , - — 0,4 — 13,3 
—0,6 — 30 
65g Fleisch — 0,4 — 20 


onmsn out who 


Aus der Tabelle sieht man, daB der prozentuale Fehler besonders 
beiden Analysen mit 3 und 2 mg CdCl, erheblich ist, aber in Anbetracht 
der kleinen absoluten Werte und der im Verhialtnis zum gesuchten 
(Cadmium ungeheuer groBen Mengen organischer Substanz, die zerstért 
werden muBte, gering genannt werden kann. Aus Analyse 9 ist er- 
sichtlich, daB er sich bei Verwendung geringer Mengen Substanz noch 
herabdriicken ]4Bt. Es sei aber ausdriicklich erwaihnt, daB auch die 
Elektrolyse fiir die quantitative Bestimmung solch kleiner Cadmium- 
mengen unbrauchbar ist, obwohl wir unter allen VorsichtsmaBregeln 
arbeiteten. Noch unbrauchbarer sind die gravimetrischen Bestimmungen, 
gleichgiiltig in welcher Form das Cadmium zur Wagung kommt. 

Zuniachst erschien es wichtig, tiber die Resorption des wasser- und 
ilunléslichen Cadmiumsubsalicylats unterrichtet zu sein. 

Zu diesem Zwecke wurden mehreren Kaninchen bekannte Mengen des 
Praparats in Form von Cadmiol intramuskulaér eingespritzt; die Tiere 
wurden nach 1, 2 und 8 Wochen getétet und die ausgeschnittenen Injektions- 
stellen auf Cadmium gepriift. Die Ergebnisse der Versuche sind aus 


Tabelle II zu ersehen. 
Tabelle II. 





/ C4 | Proz. d 
oa injiziert | gefunden menaienee 


me mg Cd 


Versuchstier Gout = , 
a 


Kaninchen 1 1370 | 2.IV. | 4 V. 30 145 51,7 
Kaninchen 2 1360 = s_- 26. IV. 10. V. 30 | 15,4 48.7 
Kaninchen 3 2185 - -% 11. IT. 20 CO 3,7 81,5 


Daraus ergibt sich, daB 1 und 2 Wochen nach der Injektion etwa 
50 Proz. des injizierten Cadmiums noch in der Injektionsstelle zu finden ist, 
also noch nicht resorbiert war; und 84% Wochen nach der Injektion fanden 
sich in der Injektionsstelle noch beinahe 20 Proz. des injizierten Cadmiums 
wieder, d. h. reichlich 80 Proz. waren bisher resorbiert. Die Resorption des 
wléslichen Cadmiumsubsalicylats ist also stark verzégert, ahnlich den 
Befunden bei anderen schwer- oder unléslichen Schwermetallverbindungen. 
Die Injektionsstellen zeigten nach einer Woche entziindliche Infiltrationen, 
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spater Narbenbildung. Die Schwerléslichkeit des Praparats zusamy, 
mit den von ihm erzeugten pathologischen Prozessen erkléren gut dj 
langsame Resorption, besonders die starke Verzégerung nach der erst 

Woche, nach der die narbige Ausheilung beginnt. 


Uber die Verteilung des Cadmiums in den Organen geben die 
Tabellen II und IV Auskunft. 


Tabelle Ill. 
Kaninchen 3 erhielt am 9. Januar 1926 0,4ccem Cadmiol = 20mg Cd 
die Riickenmuskulatur injiziert. Am 11. Marz 1926 wurde es durch En: 
bluten getétet. Die Analyse der Organe ergab: 





; Cc Proz. des Proz. de 
Gewic . ve ~b des 
Organ e Mag wo Ft er tae ssseablorte 
Tre 70 4,0 0,0057 20 24.5 
Zwei Nieren. . . 14 2.6 0,0186 13 16 
1/, Darm, Stiicken 
aus Diinn- und 
Dickdarm. . . — 0.3 — 15 18 
Gehirn J4, -— Spuren — _- - 
ee ee 17 Spuren _ — — 
Muskulatur ... 56 0 — — 
Knochen ... . 4Rippen 6 — —- — 
Injektionsstelle . 30 3,7 ~~ 18,5 - 


“Zus. > 10,6 mg Cd 
= > 53 Proz. des injizierten Cd 


Tabelle IV. 


Kaninchen 2 erhalt am 28. April 1926 30 mg Cd in Form von Cadmiol i: 
die Riickenmuskulatur injiziert. Am 10. Mai 1926 wird es durch Entblute: 
getétet. Die Analyse der Organe ergab: 





: . | Proz. . des 
Ougen Gewicht gefunden Panton inert resort 
. 7 ng - 
| AEE 53 3,7 0,0069 12,3 25,3 
Zwei Nieren .. 13 1.72 0.0132 5,7 11.8 
See 1,9 0,2 0,0105 0.7 14 
Darm, */, Diinn-, 
1, Dickdarm . —_ Spuren ~- _- _ 
OS aa -- é _ _— - 
Injektionsstelle . -- 15,4 oo 51,3 _ 


Zus. > 21,0 mg Cd 

> 70 Proz, des injizierten Cd 
Es war also von 20 mg Cadmium, die in Form des unléslichen Praparats 
Cadmio! intramuskular eingespritzt wurden, nach 61 Tagen iiber die Halft 
im Ké6rper wiederzufinden. Davon befindet sich ein ansehnlicher Teil 
(35 Proz.) in der Injektionsstelle, das iibrige in den Organen, und zwar 
hauptsiachlich in Leber und Nieren. Auffallend groB ist die in den Niere! 
lokalisierte Menge. Sie ist zwar absolut kleiner als die in der Leber ge- 
speicherte Menge, relativ aber weitaus gréGer, reichlich dreimal so gro! 
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Am Tage der Tétung war die Hialfte des injizierten Cadmiums, etwa 
15 me. resorbiert ; davon fanden sich in den Organen > 5,6 mg = > 38Proz. 
wieder. Die Verteilung auf die Organe entspricht im wesentlichen der- 
nigen in Tabelle ITI, die absolut gréBte Menge ist in der Leber gespeichert, 
jie relativ gréBte in den Nieren. 

Auch bei anderen Versuchstieren war dieses Verhaltnis ahnlich, wie 
f lgende Tabelle zeigt. 

Tabelle V. 





Gewicht Cd gefunden Proz. vom 
‘ mg Organgewicht 


Hund. 
ee eee 280 2.6 0,0009 Leber 
Zwei Nieren . . . 52 15 0,0029 Nieren 3.2 
Kaninchen 4, 
Laas a oe S 129 1,1 0,0009 ) Leber _i! 


Jwei Nieren., . . . 21 1,2 0,0057 | Nieren ” 63 


Organ 


Die iibrigen Organe beider Tiere enthielten teils Spuren, teils iiber- 
aupt kein Cadmium. 

Die Galle wurde mehrfach untersucht, ohne da8B Cd in ihr gefunden 
werden konnte. Betrachtet man die spaéter zu erwéhnenden Ausscheidungs- 
verhaltnisse des Cd, aus denen ersichtlich ist, daB die Ausscheidung in 
Spuren erfolgt, dann ist verstandlich, daB in den geringen Gallemengen, 
welche die Gallenblase der Versuchstiere enthielten, keine analysierbaren 
Mengen von Cd zu finden waren. Weiter wurden auch die Keimdriisen 
ntersucht, deren Empfindlichkeit gegeniiber toxischen Eingriffen [siehe 
Stieve)] ja bekannt ist. Diese wurden bei Tieren, die mit Cd vergiftet worden 
waren, auffallend hyperimisch gefunden, so daB die Vermutung nahe lag, 
auch in ihnen kénnte Cd gespeichert sein; um so mehr, als fiir das dem 
(d chemisch nahestehende Zn eine Speicherung in den Hoden bei manchen 
Teren in der Tat nachgewiesen worden ist. Cd war in den untersuchter 
Keimdriisen nicht zu finden. Es kann natiirlich in Mengen vorhanden 
vin, die sich dem chemischen Neachweis entziehen, aber geniigen, so emp- 
findliche Organe wie die Keimdriisen zu schadigen. 

Unsere Ergebnisse stimmen mit denen, die Schwartze und Alsberg 
a.a.Q.) bei peroraler Darreichung von Cadmium an Katzen erhielten, 
gut tiberein. Sie fanden Cadmium in Leber, Nieren und zuweilen in der 
Milz gespeichert ; die Hauptmenge in Leber und Nieren. In Herz, Lunge, 
Gehirn, Magen, Darm, Knochen, Muskulatur, Blut und Galle konnten sie 
kein Cadmium finden. 

Um festzustellen, welche Verteilung das Cadmium im Organismus bei 
fortiger, vollstandiger Resorption erfahrt, injizierten wir einem Hunde 
2)mg Cd in Form eines gut wasserléslichen Komplexsalzes intravendés. 
Das Tier wurde 4 Wochen spater getétet und die Analyse der ausgebluteten 
Organe hatte folgende Ergebnisse (s. Tabelle VI). 

Auch hier fand sich 4 Wochen nach der Injektion noch ein erheblicher 
Teil des injizierten Cadmiums im Organismus wieder, und zwar zum gréBten 
Teile in der Leber. Die Nieren enthielten in diesem Falle relativ und absolut 
wenig Cadmium. 


1) Arch. f. mikrosk. Anat. u. Entwicklungsmech. 99, 390, 1923. 
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Tabelle VI. 





Cd gefunden oe, wats ape 
mg Organgewicht a 
, 6,8 0,0015 
Zwei Nieren .... 0,6 0,0008 
Milz 0,2 0,0003 
6 bch 
Spuren oa 
Spuren — 
Muskulatur 6 _— 


Knochen Os femoris | K. - 
| Zus. > 7,6 mg Cd 
= > 38 Proz des injiz. Cd 


Diese Versuche zeigen, da8 das Cadmium lange Zeit im Kérper » 
speichert wird, gleichgiiltig, ob allmahliche oder sofortige Resorption, wi 
bei intravenéser Einverleibung, eintritt. Die Speicherung erfolgt iiber. 
wiegend in Leber und Nieren. Nach diesen Befunden war vorauszusehen, 
da8B die Ausscheidung nur langsam und in geringen Mengen erfolgen kann; 
denn die Berechnung ergibt, daB in einem Falle etwa 9mg Cd im Lani 
von 61 Tagen ausgeschieden wurden (s. Tabelle III); in einem anderen 
Falle brauchte dieselbe Menge Cd 2 Wochen (s. Tabelle IV), und in einem 
weiteren Falle bedurften etwa 12mg Cd 4 Wochen zur Ausscheidung 
(s. Tabelle VI). 

Die Ausscheidung wurde an Kaninchen, Hunden und Menschen ver. 
folgt, denen ebenfalls Cadmiol intramuskulér oder das wasserldslicl: 
Cadmiumkomplexsalz intravenés injiziert wurde. Aus den Versuchsreihe: 
seien folgende angefiibrt. 


Tabelle VII. 


Kot und Urin von Kaninchen 3, dem am 9. Januar 1926 20 mg Cd intra- 


muskular injiziert wurden, wurde in Portionen von mehreren Tagen anal vsiert 
und ergab: 





Urin 


1. bis 3. Tag Spuren Cd . bis 3. Kein Cd 
+ ; , | Spuren , 


- n 9. ” ” ” ” 

ma. + " é a a, —_ . 

15. ,, 50. Nicht analysiert ew Spuren , 

51. 61, 0,31 mg Cd ‘ a Nicht analysiert 
. ‘ 0,5 mg Cd 





Die Ausscheidung erfolgt also kontinuierlich in geringen Mengen, 
wobei ein bemerkenswerter Unterschied zwischen den im Urin und den im 
Kot gefundenen Mengen nicht besteht. Es hat den Anschein, als ob dit 
Ausscheidung durch den Kot erst spater beginnt als durch den Urin. Mar 
darf wohl annehmen, da8 die gefundenen Spuren Cd in ihrer Gesamtheit 
einige Milligramme ausmachen, die sich mit den nach Tétung des Tieres im 
Organismus vorgefundenen 11mg Cd beinahe zu der injizierten Meng: 
von 20mg addieren lassen, wenn man beriicksichtigt, daB eine Differenz 
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sucht 
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von wenigen Milligrammen in dem komplizierten Analysengang bei den 
zahlreichen Analysen verloren gegangen sein kann. 

Versuche an Menschen, die zu therapeutischen Zwecken Cadmiol ein- 
gespritzt erhielten, hatten ganz ahnliche Ergebnisse. Selbst nach groBen 
Dosen Cadmiol und lange fortgeseteter Einverleibung lieBen sich nur ver- 
haltnismaBig geringe Mengen Cadmium in den Ausscheidungen nachweisen. 
Auch hier hat es den Anschein, daB die Ausscheidung durch den Urin eher 
beginnt als durch den Kot. Wie gering die Mengen sind, die selbst nach 
lange fortgesetzter Injektion von Cadmiol ausgeschieden werden, zeigt 
jolgende Tabelle. 

Tabelle VIII. 


Patientin K., weiblich, erhalt seit 26. Januar 1926 zweimal in der Woche 

leem Cadmiol (= 50mg Cd) intramuskulér. Urin und Kot wird vom 

20. Februar 1926 ab gesammelt und in Portionen von je 3 Tagen verarbeitet. 
Folgende Mengen Cadmium wurden gefunden: 





Cd Cd e - 


bisher injiziert im Urin im Kot 





05 


12, 

15. 

18. 

21. III. 

24, ITI. 

27, III. 

wer OS 0,38 Spuren 
31. 111. bis 23.I1V. 950—1200 Nicht analysiert 
24. bis 26. IV. 1250 0,25 0,85 


” 
” 
” 
” 
” 
” 
” 
” 
” 
” 


Es wurden also im Laufe von 39 Tagen (20. Februar bis 30. Marz) im 
Urin rund 5 mg Cd, im Kot 11,5 mg Gd, insgesamt 16,5 mg Cd ausgeschieden, 
ih. nur etwa 3 Proz. der injizierten Menge, wenn man fiir die nicht unter- 
suchten Proben vom 26. Januar bis 19. Februar gleiche Werte annimmt. 
Dabei ist allerdings zu beachten, da8 von den injizierten 900 mg Cd am 
30. Marz wohl ein erheblicher Teil noch in den Injektionsstellen liegen 
liirfte, wie die Versuche am Tiere iiber die Resorption des Cadmiols (siehe 
Tabelle I) wahrscheinlich machen. 

Die Ausscheidung erfolgt auch bei intravendéser Einverleibung eines 
gut léslichen Praparats nur sehr langsam. Dariiber gibt Tabelle [IX 
Auskunft. 

Die Ausscheidung des Cadmiums erfolgte sowohl durch den Urin als 
lurch den Kot, jedoch ist hierbei die durch den Urin abgeschiedenie Menge 
gréBer als die im Kot gefundene. Wie schon oben erwahnt, waren in den 
Organen dieses Hundes am 23. April 1926 noch etwa 8 mg Cd zu finden, 
so daB im Verlauf des vierwéchigen Versuchs etwa 10 bis 12 mg Cd aus- 
geschieden sein diirften. Gefunden wurden, wenn die Spuren mit etwa 
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Tabelle IX. 


Ein Hund (derselbe von Tabelle VI), 20 kg, erhielt am 26. Marz 1926 20 my 
Cd in Form eines wasserléslichen Komplexsalzes intravenés. Urin und Kot 
wurden gesammelt. Die Analysen ergaben: 





Urin Cd 


Datum ee tees maeeiom “ait 
com im Urin im Kot 


26,—28, IIT. 1725 Spuren 
29.—31. IIT. 1380 0,24 mg 
1— 3. IV. 1920 Spuren 
4— 6. IV. 1900 ‘a 
7.— 8. IV. 1150 0,15 m —_ 
9—10. IV. 1780 19. kein Cd 
11.—12, IV. 1600 Spuren 
13.—14. IV. 1640 0,2 mg 
15.—16. IV. 675 0,22 , kein Cd 
17.—19. IV. 1975 03 , 0,15 mg 
20.—21. IV. 70 Spuren 
22.—23. IV. 790 is 


Spuren 


Spuren 


Spuren 


Spuren 


0,1 mg Cd angenommen werden, nur rund 2,5mg Cd. Es ist wohl an. 
zunehmen, daB die fehlenden 7,5 bis 9,5 mg Cd ebenfalls ausgeschieden 
worden sind, aber in den zahlreichen Analysen verloren gegangen sind. Das 
erscheint als ein groBer Verlust; es ist aber zu bedernken, daB insgesamt 
27 Analysen nétig waren, mit etwa 17 Liter Urin, 2kg Kot und 1200¢ 
Organen, um den Verbleib der 20 mg Cd, die eingespritzt wurden, aui- 
zukliren. Bei Annahme eines durchschnittlichen Fehlers von — 0,3 bis 
— 0,4mg Cd pro Analyse kommt man in der Tat etwa auf die fehlenden 
7,5 bis 9,5 mg Cd. Selbst wenn man danach annehmen muB, daB die bx 
den Ausscheidungsanal ysen gefundenen Werte um einige Zehntel Milligramny 
hinter den wirklich ausgeschiedenen Cadmiummengen zuriickbleiben, » 
sind diese Mengen doch so gering, daB sie an dem Gesamtbild nichts andern, 
welches zeigt, daB das Cadmium sehr langsam und kontinuierlich in kleinste 
Mengen durch Kot und Urin ausgeschieden wird, ahnlich wie das Queck- 
silber. 

Eine gréBere Ausscheidung von Cd in den ersten Stunden nach der 
intravenésen Verabreichung, wie sie fiir manche Schwermetalle nac! 
gewiesen worden ist, lieB sich fiir Cadmium nicht finden. Bei einen 
Kaninchen, dem 6 mg Cd intravenés gegeben wurden, und das 4 Stunde: 
nach der Injektion getétet wurde, war im Urin und Kot dieser 4 Stunde 
kein Cd zu finden. Bei einem weiteren Tiere, das 15 mg Cd intravenés 
erhielt, fanden sich im Urin der ersten 24 Stunden nach der Injektio 
0,64 mg und im Kot derselben Zeit nur Spuren von Cd. 


Im Blute lieB sich Cadmium schon 4 Stunden nach intravendéser 
Verabreichung nicht einmal qualitativ mit Sicherheit nachweisen. Einem 
Kaninchen wurden zu diesem Zwecke 6 mg Cd als Komplexsalz intravené- 
injiziert. Nach 4 Stunden wurde das Tier entblutet und sein GefaiBsystem 
mit kérperwarmer Rirgerlésung gespiilt, so daB wir praktisch die gesamt« 
Blutmenge zur Analyse erhielten. Darin war kein Cadmium zu finden; das 
gesamte Cadmium war bereits in den Organen abgelagert. 
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Zusammenfassung. 

1. Das Cadmium verhalt sich im tierischen Organismus abnlich 
wie das Quecksilber, dem es ja chemisch nahesteht und mit dem es 
weh in der Wirkung groBe Ahnlichkeit aufweist. 

2. Die Resorption des unléslichen Cadmiumsubsalicylats (des in 
ler Therapie gebrauchten Cadmiols) geht sehr langsam vor sich und 
eansprucht viele Wochen. 

3. Sowohl bei allmahlicher als bei sofortiger Resorption (intra- 
venése Injektion) wird das Cadmium im Kérper gespeichert, und zwar 
vorwiegend in Leber und Nieren. Dabei ist bemerkenswert, daB die 
leber die absolut gréiBte Menge, die Niere die relativ (prozentisch) 
grote Menge enthalt; die iibrigen Organe enthalten Spuren Cadmium 
der sind frei davon. Aus dem Blute verschwindet das Cadmium nach 
intravenéser Injektion schon in kiirzester Zeit. 

4. Die Ausscheidung erfolgt kontinuierlich sowohl durch die 
Nieren als den Darm ohne Bevorzugung einer der beiden Stellen. 
Waihrend das Cadmium im Urin bereits in den ersten Tagen nach der 
lnjektion erschien, konnte es im Kot meist erst vom vierten und fiinften 
Tage an nachgewiesen werden. Selbst nach lange fortgesetzter Injektion 
relativ groBer Cadmiummengen sind die ausgeschiedenen Mengen 
uBerst gering. Auch nach intravenéser Injektion, also bei sofortiger 


vollstindiger Resorption, geht die Ausscheidung langsam vor sich. 
So brauchten 10 bis 12 mg Cd, die intravenés gegeben wurden, etwa 
4Wochen zu ihrer Ausscheidung. 

Uber die Folgerungen, die sich aus diesen Versuchen fiir die Therapie 
ergeben, wird an anderer Stelle berichtet werden. 














Uber den relativen Nahrwert der synthetischen Fette. 
Von 
Junichi Ozaki. 


(Mitgeteilt von Prof. U. Suzuki aus dem agrikultur-chemischen Laboratori 
der Universitat Tokio.) 


(Eingegangen am 9. August 1926.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Uber den relativen Nahrwert der synthetischen Fette, die sich von Fett. 
siuren mit ungeraden Kohlenstoffatomen ableiten. 

Es ist wohl] bekannt, daB die in der Natur vorkommenden Fett 
fast ausschlieBlich aus Fettsiuren von geraden Kohlenstoffatome 
bestehen. K. Takahashi!) hat in unserem Laboratorium neulich ein 
Reihe von Triglyceriden aus reinen Fettsiuren dargestellt uni 
Fiitterungsversuche mit weiBen Ratten ausgefiihrt. Er beobachtet: 
daB die Fette der niederen Fettsiuren von 6 bis 12 C-Atomen besser 
ausgenutzt werden als die der héheren Fettsiuren, wie Palmitin. 
Stearin- oder Oleinséure. Auch das Gemisch von Fettsaéuren uni 
Glycerin zeigte niedrigeren Nahrwert als die betreffenden Triglyceric 
Dieser Unterschied war viel deutlicher, wenn die Ratten mit vitamin-.- 
armem Futtergemisch gefiittert wurden. Besonders die festen Fett: 
wie Stearin und Palmitin, wurden schwerer ausgenutzt ; das Wachstw 
des Tieres wurde oft dadurch geradezu verhindert, falls sie nicht mit 
reichlichem Vitamin A gefiittert wurden, wihrend die niederen Glieder 
wie Caprylin, Caprin, Laurin und Myristin, leichter assimiliert wurde: 
und das Wachstum férderten, selbst wenn sie mit weniger Vitamin 4 
versetzt waren. 

Man kann die ungleich gute Qualitét des Butterfettes leictt 
dadurch erklaren, daB es meistens aus niederen Fetten, wie Butyrin 
Caprylin und Laurin, besteht, wihrend die héheren Fette, wie Palmitix 
und Stearin, nur in geringer Menge darin vorhanden sind. Takahashi 
beobachtete ferner, daB die Ratten mit fettfreiem Futtergemisch fas 
normales Wachstum erreichten, wenn die tibrigen Nahrstoffe reichlici 


1) K. Takahashi, Journ. Chem. Soc. Japan 48, 1922. 
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und in gutem Verhaltnis gegeben wurden. So kann man die Fette, 
wenigstens fiir gewisse Tierarten, nicht mehr als unentbehrlichen 
Nahrstoff betrachten. 

Der Verfasser hat nun eine Reihe von Tierversuchen mit syn- 
thetischem Fett von ungeraden C-Atomen ausgefiihrt, um den Nahrwert 
derselben mit dem natiirlichen Fette zu vergleichen. 

Vom klinischen Standpunkt kann dieser Versuch fiir den Diabetiker 
auch von gewisser Bedeutung sein. Es ist namlich von einigen Autoren 
behauptet worden, da8 synthetisches Margarin (,,I[ntervin“), welches 
sus Margarinsaéure von 17 C-Atomen besteht, fiir Diabetiker unschadlich 
sei, weil es nach Knoopscher B-Oxydationstheorie keine giftige Aceton- 
kérper als Stoffwechselprodukt bildet. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, 
daB andere Giftstoffe, wie z. B. Propionsdure, Isovalerianséure usw. 
durch Oxydation des Intervins gebildet werden, welche ebenso schadliche 
Wirkung wie Acetonkérper entfalten kénnen. Um diese Frage zu 
entscheiden, mu8 man unbedingt sorgfiltige Tierversuche mit reinen 
synthetischen Fetten ausfiihren. 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung der Fettséuren mit ungeraden C-Atomen. 


Die niederen Fettséuren, wie Propionséure und Isovaleriansaure, 
wurden durch sorgfaltige Fraktionierung der kaéuflichen Praparate gereinigi. 

Zur Darstellung der Heptylsiure C,H,,O, wurde das Ricinusél der 
rockenen Destillation unterworfen. Die Reaktion verlauft nach folgendem 
Schema : 


C,H,,CH(OH)CH,CH: CH(CH,),COOH 
Ricinoleinsaure 
> C,H,CHO + CH,:CH.CH,(CH,),COOH 
Oevanthol Undecylensaure 


Das Destillat enthielt Oenanthol und Undecylenséure und der Riick- 
tand bestand aus harzartiger Masse, die meistens durch Polymerisation 
ler Undecylenséure entsteht. 

Man fraktionierte nun dieses Destillat una die bei 73 bis 85° (80 mm) 
abdestillierende Oenantholfraktion wurde durch Chromséuremischung 
xydiert. Das Oxydationsprodukt wurde wieder bei 20mm Druck 
iraktioniert. Die bei 121 bis 122° iiberdestillierte Fliissigkeit bestand fast 
pusschlieBlich aus reiner Heptylsiure. Die Molekulargewichtsbestimmung 
iach der Titriermethode gab folgende Zahlen: 


C,H,,0,, Mol.-Gew. Gef.: 130,65, Ber.: 130,33. 


Pelargonsaure C,H,,O0, wurde durch Oxydation der Dioxystearinsaéure 
uit Chromséure und Schwefelséure in gewéhnlicher Weise dargestellt. 
‘inter 20mm Druck destillierte sie bei 150° iiber. 


H,,0,, Mol.-Gew. Gef.: 158,62, Ber.: 158,20. 
Undecylensaure C,,H,,0, = CH, : CH(CH,),COOH. 
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Das durch Trockendestillation des Ricinuséls erhaltene Destillat wurde 
fraktioniert und die bei 165° (15 mm) ablaufende Fraktion erwies sich als 
reine Undecylensaure. 


C,,H.»)O0,, Mol.-Gew. Gef.: 191,20, Ber.: 184,17. 


Undecylséure C,,H,,0, wurde in bekannter Weise durch katalytische 
Reduktion der Undecylenséure in Gegenwart von Platinschwarz dar. 
gestellt : 

C,,H,,0,, Mol.-Gew. Gef.: 186,30, Ber.: 186,17. 


Tridecylen-, Pentadecylen- und Margarinsiure wurden nach dem 
Verfahren von Levene und West') dargestellt. Das Prinzip dieses Ver. 
fahrens beruht auf folgender Reaktion: 


R—CH,COOH>R.CH.Br.CO.Br> R.CHOH.COOH>R.COOH 
Bromieren KOH Oxydation 


So erhélt man aus Myristinséure Tridecylenséure und aus Palmitin. 
siure Pentadecylensaéure usw. 

Myristinséure wurde aus Muskatbutter in iiblicher Weise dargestellt 
und aus Alkohol umkristallisiert. 


Mol.-Gew. Gef.: 228,14, Ber.: 228,22. 
Zur Darstellung der Tridecylenséure wurden 100 g Myristinsaéure mit 


5g rotem Phosphor (welcher vorher sorgfaltig gewaschen, von Phosphor- 
siure befreit und getrocknet war) gemischt und mit 45 ccm Brom tropfen- 


weise versetzt. (Das Brom muB absolut wasserfrei sein. Zu diesem Zwecke 
wurde es in einem Scheidetrichter mit 4% Vol. konzentrierter H, SO, gemischt 
und iiber Nacht stehengelassen. Das véllig getrocknete Brom wurde dann 
von H,SO, getrennt.) Nachdem das ganze Brom zugesetzt war, erhitzte 
man die Fliissigkeit allmahlich, bis kein Bromdampf mehr zu beobachten war. 


3(R.CH,COOH + P + 11.Br = 3(R.CH.BrCO.Br) + PO,H + 5HBr. 


Die durch EingieBen der dunkelbraunen Filiissigkeit in Wasser aus. 
geschiedene Masse, die allmahlich eine butterahnliche Konsistenz annimmt, 
wurde mit heiBem Wasser gewaschen, in iiberschiissiger Natronlauge geldst 
und 20 bis 24 Stunden erhitzt; nach dem Erkalten der Fliissigkeit schied 
sich das Natriumsalz der a-Oxysdure: als harte Masse aus. Dasselbe wurde 
mit Waster und Alkohol gewaschen und mit verdiinnter Schwefelsaure 
zerlegt. Die in der Weise erhaltene freie a-Oxyséure wurde jetzt aus 70proz. 
Alkohol umkristallisiert, in Petrolather gelést, und beim Verdampfen des 
Lésungsmittels wurde die a-Oxyséure als reine weiBe Kristalle erhalten. 

20g der so erhaltenen reinen a-Oxyséure wurden jetzt in 500 ccm 
Aceton gelést und mit einer warmen acetonischen Permanganatlésung 
behandelt, bis sich die Fliissigkeit schwach rétlich farbte. Man erhitzte 
nun einige Zeit auf dem Wasserbade und lieB erkalten. Es schied sich 
dadurch das Kaliumsalz der Tridecylensiure zusammen mit braunem 
Manganhydroxyd aus. Extrahierte man diesen Niederschlag dreimal mit 
heiBem 90proz. Alkohol, so ging das Kaliumsalz in Lésung. 

Das Kaliumsalz wurde jetzt in das Bariumsalz verwandeit und wieder 
mit verdiinnter Schwefelsiure zerlegt. Die Analyse der so erhaltenen 


1) Levene und West, Journ. f. Biochem. 16, 1924. 
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freien Tridecylenséure gab folgendes Resultat: Schmelzpunkt 40,0° 
Literaturangabe 40,0, 40,5, 42,5). 


Mol.-Gew. Gef.: 214,77, Ber.: 214,20. 


Pentadecylenséure, C,,H,,O,, erhielt man aus kauflicher Palmitin- 
jure genau in oben erwahnter Weise. Schmelzpunkt 51,5° (Literatur- 
angabe 51,0, 53,0°). 


Mol.-Gew. Gef.: 243,80, Ber.: 242,24. 


Margarinsaure, C,,H,,0,, wurde ebenfalls aus kaéuflicher Stearinséure 
largestellt. Schmelzpunkt 55 bis 56° (Literaturangabe 59,9, 60 bis 61°). 


Mol.-Gew. Gef.: 270,88, Ber.: 270,27. 


2. Darstellung der Triglyceride aus Fettséuren und Glycerin. 


Die Synthese der Triglyceride wurde mittels T'witchellschem Reagenz 
eicht ausgefiihrt. Um dieses Reagens zu bereiten, léste man 10 g Naphthalin 
ind 20g Olséure in 30 ccm Petrolather und setzte 22,3 cem konzentrierter 
H,SO, innerhalb 1 bis 4% Stunde zu. Wahrend der Reaktion muB die 
Temperatur unter 30° gehalten werden. Man lie®B das Reaktionsgemisch 
iber Nacht stehen, verdiinnte mit fiinf- bis sechsfachen Mengen Wasser 
rd erwaérmte noch 2 Stunden auf dem Wasserbad. Das Reaktionsprodukt 
wurde dann von wasseriger Schicht getrennt und mit Petrolather gewaschen. 
Das in der Weise erhaltene T'witchellsche Reagens besteht aus Naphthalin- 
sulfostearinséure. 

Zur Darstellung der Triglyceride wurde die berechnete Menge Glycerin 
mit kleinem Uberschu8 von Fettsauren gemischt; man gab dazu 5 Proz. 
Twitchellsches Reagens und erhitzte etwa 5 Stunden auf 100°; wahrend 
er Reaktion wurde die Fliissigkeit stets umgeriihrt, um das gebildete 
Wasser zu verjagen. Nach dem Ende der Reaktion wurde das Gemisch in 
Ather gelést und vorsichtig mit verdiinntem Alkali, Saéuren und Wasser 
sukzessiv gewaschen. Die atherische Lésung wurde nach dem Trocknen 
mit Natriumsulfat abgedampft und je nach der Natur des Fettes dasselbe 
jm Vakuum destilliert oder aus Alkohol und Ather umkristallisiert. 

In dieser Weise hat der Verfasser 14 Sorten Fette dargestellt. Sie 
waren vollkommen neutral und hatten folgende Verseifungszahlen. 


{ 





Mols |\_ Verseifungszahl — Mol 


Verseifungszah! 


Gew. | Get. | Ber. Gew. | Get. Ber. 


Triacetin . . 216 | 772,0 | 772,0 | Undecylenin 590 §=286.1 285.1 
Tripropionin 260 | 609.0 | 647,0 | Undecylin . | 596 | 283.9 284,1 
Butyrin .. 302 540.0 556.2 | Tridecylin . 680 2523 2509 
lsovalerin . 344 4764 4892 | Pentadecylin | 764 2120 2142 
Heptylin . . | 428 | 3941 | 392,5 | Palmitin. . | 806 | 207,1 2088 
Caprylin .. 470 | 357,4 | 348.0 | Margarin. . 846 197,11 1982 
Nonylin .. | 512 | 3293 | 3283 | Stearin .. 890 | 1914 189,1 





Wie man sieht, weicht die Verseifungszahl des Propionins, Butyrins 
ind Tsovalerins etwas von der berechneten ab. So wurde die weitere 
Reinigung durch Fraktionierung versucht, was aber wegen Zersetzung 
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unter Acroleinbildung nicht gelang. Das Triacetin wurde mittels Alkoho! 
und Ather gereinigt und stimmte besser mit der Theorie. Um das event uel! 
anhaftende Acrolein zu beseitigen, léste man die Fette in Ather, schiittelt, 
mit K MnO, und dann mit Wasser, bis die Fliissigkeit keine Reaktion me}; 
mit Piperidin und Natriumnitroprussid gab. 

AuBer den oben angegebenen synthetischen Fetten wurden noc! 
Butter- und Schweinefette fiir Kontrollversuche angewendet. 


Fiitterungsversuche. 


Junge, weiBe Ratten von 40 bis 100g wurden vorher mit einer be. 
schrankten Menge Grundfutter gefiittert (9g Trockensubstanz pro Tag 
Jede einzelne Ratte wurde getrennt im Metallkafig gehalten. Die Tier 
wachsen anfangs in normaler Weise. Es kommt aber bald zum Stillstand, 
wenn das gegebene Futter nicht mehr fiir weiteres Wachstum ausreichte 
In diesem Zeitpunkt wurde das Grundfutter mit je 5, 10, 15 und 20 Proz 
der zu untersuchenden Fette zugesetzt und den Tieren gegeben. Werde: 
die zugesetzten Fette von Tieren ausgenutzt, so fangen sie an, wieder 2) 
wachsen. Wenn sie dagegen giftig oder wertlos sind, so nimmt das Korper. 
gewicht ab oder es bleibt konstant. 

Die Darstellung des Kérpergewichts in Kurven gestattet den Vergleic! 
der relativen Nahrwerte der untersuchten Fette. 


Zubereitung des Grund futters. 


Starke: Méglichst reine Starke wurde mit 85- bis 90proz. Alkoho! 
dreimal je 5 Stunden extrahiert und getrocknet. 

Pferdefleisch wurde je dreimal mit Alkohol und Ather extrahiert und 
fein gepulvert. : 

Mc Collum-Salz wurde nach der Vorschrift von Mec Collum gemischt. 

Vitamin A: 0,5proz. alkoholische Lésung von ,,Biosterin“. 1 Tropfe: 
derselben entspricht 0,25 mg Biosterin. 

Vitamin B: Kaufliche Oryzaninlésung. 

Zur Bereitung des Grur dfutters wurden 72,0 g Starke, 13,5 g Fleisch- 
pulver, 4,5 g Mc Collum-Salz, 4ccm Oryzanin und 10 Tropfen Biosterin. 
lésung mit 150 ccm Wasser durchgemischt und auf dem Wasserbad vor- 
sichtig eingedampft, bis die ganze Masse zu einem harten Brei gestand. 

Zur Bereitung des Versuchsfutters wurden je 5, 10, 15 und 20 Proz 
der zu untersuchenden Fette zum Grundfutter zugesetzt, und zwar i! 
folgenden Mengenverhaltnissen : 





1, 2. 

Proz. Proz. 

5,0 10,0 

Starke 76,2 713 68,0 
Fleischpulver . . . . 14,3 13,3 12,8 
Mec Collum-Salz . . . 45 | 44 | 42 


4,0 40 | 40 | 4,0 


Biosterin . . . . . . | 10 Tropfen | 10 Tropfen | 10 Tropfen | 10 Tropien 
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AuBerdem wurden Parallelversuche mit Starke, Rohrzucker und 
Glycerin in denselben Mengenverhaltnissen durchgefiihrt. Das Maximal- 
vewicht, das die Tiere mit 9g Grundfutter erreichen konnten, war je nach 
er Individualitat, &uBeren Temperatur und anderen Bedingungen ver- 
«hieden. Besonders hatte die Lufttemperatur den gréB8ten EinfluB auf 
las Wachstum. Die nachstehende Tabelle zeigt die Schwankung des 
VMaximalgewichts in verschiedenen Monaten des Jahres: 





Max. Kérper- Luft- Max. Kérper- Luft. 
Monate gewicht temperatur Monate gewicht temperatur 


8 °C 8 °C 
Januar .. 53,8 2,7 Fe 102.1 26.0 
Februar . . 57,6 44 August .. 122.1 26.1 
Marz ... 56,5 5,0 September . 98,3 218 
Agel... . 62,0 14,7 Oktober . . 79,3 13,3 
OS uae 65,4 16,9 November . 36,0 9.8 
po Se 67,7 19.3 Dezember . 50,7 5.2 





Hieraus geht hervor, daB ein groBer Unterschied im Maximalgewicht 
des Sommers und Winters besteht. Von Anfang Dezember bis Ende Marz 
wurden die Ratten in groBe, elektrisch heizbare Glaskasten gebracht und 
die Temperatur annéhernd bei 10° gehalten. Das Wachstum war deshalb 
gleichmaBiger. Das Maximum lag zwischen 50 bis 60g. Ohne ‘Heizung 
konnten die Ratten die Kalte nicht aushalten. Allerdings muB ‘man die 
Fiitterungsversuche immer in derselben Jahreszeit unter méglichst gleichen 
Bedingungen ausfiihren, um zuverlassige Resultate zu bekommen. 


Ergebnisse der Fiitterungsversuche. 


Die durchschnittliche Gewichtszunahme nach dem Zusatz von 5 Proz. 
verschiedener Fette zum Grundfutter war wie folgt: 


Palmitin . . . 48,0g Caprylin .. . 43,0g Acetin .. . . 37,0g 
Butyrin. . . . 32,52 Undecylin . . 20,0g Nonylin. . . . 20,0g 
Tridecylin. . . 17,5g  Margarin... 4,0g Stearn. ... 3,5¢ 
Heptylin . . . 37,0g Pentadecylin . 20,0g 


Bemerkenswert ist, daB das Acetin nahrhaft ist. Beim Zusatz von 
5 Proz. desselben nahmen die Tiere ziemlich an Gewicht zu. Propionin, 
Isovalerin und Undecylein erwiesen sich dagegen als wertlos. Die Tiere 
fraBen das Propioninfutter und starben alle innerhalb 1 bis 3 Tagen. 
[sovalerin wirkte giftig, so daB die Tiere zugrunde gingen, ohne das Futter 
vollstandig aufzufressen. AuBerdem hat es stark bitteren Geschmack. 
Die Undecyleintiere starben innerhalb 2 bis 3 Stunden mit Paralyse- 
symptomen. Beim Reduzieren der zugesetzten Menge auf 2,7 Proz. er- 
wiesen sich Propionin und Isovalerin nicht mehr giftig. Undecylein ent- 
faltete dagegen immer noch giftige Wirkung. Ferner wurde beobachtet, 
da8 durch katalytische Reduktion des Undecyleins dargestelltes Undecylin 
nicht nur ungiftig, sondern auch nahrhaft war. Die giftigen Eigenschaften 
des Undecyleins sind deshalb auf die ungesaéttigte Bindung im Molekiil 

Biochemische Zeitschrift Band 177. ll 














162 J. Ozaki: 


zuriickzufiihren. Margarin und Stearin hatten kaum merkbare Wirkung 
wahrend Palmitin viel besser ausgenutzt wurde (Abb. 1). 
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Abb. 1. 


Fiitterungsversuche mit synthetischen Fetten, die aus Fettsauren von ungeraden Kohlenstoffatomer 
bestehen. Gewichtszunahme der Ratten nach dem Zusatz von je 5 Proz. der zu untersuchender 
Fette zum Grundfutter. 


Beim Zusatz von 10 Proz. Fett zum Grundfutter war die Gewichts. 
zunahme in folgender Ordnung: 


Caprylin. . . . 48,0g Heptylin . . . 37,0g Butyrin . 33,5¢ 
Pentadecylin . 32,0g Palmitin . .. 315g Tridecylin . . 23,5¢ 
Stearin . . .. 23,5g Acetin .... 215g Nonylin. .. . 14,0g 


Margarin . . . 14,0g 


Propionin, Isovalerin und Undecylein wurden hier nicht untersucht, 
weil sie schon mit 5 Proz. giftig wirkten (Abb. 2). 





Abb. 2. 


Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 10 Proz. der Fette zum Grundfutter. 


Mit 20 Proz. war die Gewichtszunahme in folgender Ordnung: 


Tridecylin . . 29,5g  Pentadecylm . 20,0¢ 
Heptylin . . . 20,0g Stearin. ... 4,02 


Acetin, Caprylin, Tridecylin, Pentadecylin, Margarin und Stearn 
wirkten bei 10 Proz. besser als bei 5Proz. Bei Nonylin, Butyrin und 
Palmitin war es umgekehrt. Acetin zeigte bei 15 Proz. schadliche Wirkung 
Butter- und Schweinefett, besonders das erstere, wirkten in jeden Mengen- 
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vernaitnissen sehr giinstig. Das Wachstum der Tiere war fast proportional 
r steigenden Futtermenge (Abb. 3). 


te 


Sc hwe:refer 
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Abb. 3. 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 20 Proz. der Fette zum Grundfutter. 


Unter den drei Kchlehydraten war Glycerin am besten. Rohrzucker 
stand in der Mitte, wahrend Starke stets ungiinstiger als die beiden anderen 
var. Sie hatten aber keine giftige Wirkung und das Wachstum war beinahe 
proportional der zugesetzten Menge derselben. 


Zusammenfassung. 

1. Es gibt keine regelmaBige Beziehung zwischen dem Nahrwert 
md der Kohlenstoffzahl der Fette. 

2. Im allgemeinen haben die Fette mit ungeraden Kohlenstoff- 
itomen niedrigeren Nahrwert als die natiirlichen Fette. 

Unter den ungeraden Fetten ist Heptyrin am besten, wahrend 
Propionin, Isovalerin und Undecylein sich als giftig erweisen. 

3. Das durch katalytiache Redukton des Undecyleins dargestellte 
Undecylin ist nicht nur ungiftig, sondern férdert das Wachstum 
les Tieres. 

4. Stearin und Margarin werden immer schwer ausgenutzt, obgleich 
sie anscheinend nicht schidlich wirken. 

5. Es ist kein Grund vorhanden, Margarin (Intervin) als Ersatz 
ler natiirlichen Fette dem Diabetiker zu empfehlen. 


ll. Cher den relativen Nahrwert der synthetischen Fette, die aus Oxyfett- 
siuren bestehen. 


Oxyfettsiuren, mit Ausnahme von Ricinoleinsiure, kommen in 
natiirlichen Fetten nur in geringer Menge vor, daher scheinen sie nur 
eine unbedeutende Rolle im Haushalt des tierischen Lebens zw spielen. 
Aber nach der bekannten Knoopschen Theorie werden die 8-Oxysauren 
stets als Zwischenstufe der oxydativen Spaltung des Fettes gebildet 
ind weiter zu niederen Gliedern gespalten. 


11* 
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Auch ist es nicht ausgeschlossen, daB andere Oxysauren })j; 
Umsatz des Fettes gebildet werden, daher beabsichtigt der Verfasse; 
durch Fiitterungsversuche mit verschiedenen Oxyfetten gewisse Anhalts. 
punkte fiir die Erklarung des Mechanismus des Fettstoffwechse|s 7 
gewinnen. 

Zu diesem Zwecke wurden 13 Oxyfettsiuren rein dargestellt. [)j 
Schmelz- und Siedepunkte sowie die Melekulargewichte derse|he; 
wurden sorgfaltig kontrolliert. 

Die Darstellung der Triglyceride aus diesen Oxysauren wurd 
mittels T'witchells Reagens genau nach der Angabe der ersten Mit. 
teilung') ausgefiihrt. Das Lactin, Dioxyundecylin, Dioxystearin wy 
Trioxystearin konnte man jedoch nicht nach diesem Verfahren dar. 
stellen, weil sie beim Erhitzen mit T'witchells Reagens leicht dehydrien 
und weiter zersetzt werden. Deshalb wurden sie vorher acetylier 
und mit Glycerin gekuppelt. 

Die Tierversuche wurden auch mit Gemischen von Oxysauren wi 
Glycerin ausgefiihrt. Ferner wurden die Nahrwerte des Ricinoleins 
Acetylricinoleins und Ricinoelaidins miteinander verglichen. 

Die Versuchsmethode war auch genau dieselbe wie in der erste; 
Mitteilung, namlich die jungen Ratten von 40 bis 100 g wurden vorher 
mit einer beschrankten Menge des Grundfutters (9 g pro Tag) gefiitter! 
Wenn das Wachstum zum Stillstand kam, wurde das Grundfutter mit 
je 5, 10 und 20 Proz. der zu untersuchenden Fette versetzt. Die dadurc! 
hervorgerufene Gewichtszunahme wurde als MaBstab des Nahrwerts 
angenommen. Die Versuche wurden natiirlich in derselben Zeit wnter 
méglichst gleichen Bedingungen vorgenommen. Die folgenden Versuch» 
ergebnisse wurden erhalten: 

1. Beim Zusatz von je 5 Proz. der verschiedenen Fette zum Grun¢ 
futter wurde die Gewichtszunahme in folgender Ordnung erzielt : 


1. Acetylricinolein . . . . 13,5¢ 2.Ricmolem .......- 4,5 
3. Di-acetoxystearin ... 4,5¢ 4.a-Oxystearin. . . . . . 30g 
5. 1, 2-Oxystearin. . ... 2,5g 6. a-Oxypalmitin 2.0 
7. Milchséure + Glycerin . 1,5¢ 8. Trioxystearinséure 
+ Giyostim 2 ws. - ~ 188 
9.Monolactin ...... 10g 10. Dioxyundecylsiure 
CE wt tw tl | «(CNOS 
11. Triacetoxystearin* 12. Dioxystearinséure* + Glyceri 
13. Di-acetoxyundecylin* 14. a-Oxyheptylin* 
15. a-Oxymyristin* 16. Ricinoelaidin* 


Die mit * bezeichneten Fette férderten das Wachstum nicht, und vic 
von ihnen erwiesen sich sogar ‘als stark giftig. 


1) Proc. Imp. Acad. 2, Nr. 1, 1926. 
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ytterungsversuche mit synthetischen Fetten, die aus Oxyfettsauren bestehen. Gewichtszunahme 
der Ratten nach dem Zusatz von je 5 Proz. der Fette zum Grundfutter. 


2. Beim Zusatz von je 10 Proz. der verschiedenen Fette zum 
Grundfutter dagegen : 
, 2-Oxystearin. ... . 24,5g 


|. Acetylricinolein . . . . 58,52 2.1 
3. Dioxystearinsaure 4.Monolactin. ..... . 19,0g 


CGE «2.» « « « 1008 
5. Diacetoxystearin. . . . 18,5¢ 6. a-Oxystearin. . . .. . 17,0g 
7. a-Oxystearinséure 8.a-Oxypalmitin ..... 40g 

CN sw ce st Oe 
9. Ricinolein. . . ... . 3,0g 10. Dioxyundecylsdure* 

+ Glycerin 
\l. Trioxystearinséure* + Glycerin  !2. Ricinoelaidin* 
\3. Triacetoxystearin * 14. Diacetoxyundecylir* 
\5. Milehséure + Glycerin* 16. a-Oxyheptylin* 
\7, a-Oxymyristin* 
Die mit * bezeichneten Fette férderten das Wachstum nicht, und viele 

on ihnen erwiesen sich sogar als stark iftig. 


Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 10 Proz. der Fette zum Grundfutter. 


3. Beim Zusatz von 20 Proz. der Fette zum Grundfutter: 
|. Acetylricinolein . . . . 63,0g 2. Dioxystearinsaure 
+ Glycerin 
3.1, 2-Oxystearin ... . 16,5¢ 4. Diacetoxystearin 
2.52 


).a-Oxystearin ..... 4 
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Abb. 6. 
Gewichtszunahme nach dem Zusatz von je 20 Proz. der Fette zum Grundfutter. 


Besonders interessant ist die Tatsache, daB Acetylricinolein |e. 
deutend besser als Ricinolein ist. Auch 1, 2-Oxystearin, welches durc! 
Hydrierung des Ricinoleins dargestellt wurde, ist viel besser als Rici. 
nolein selbst. Nach wiederholten Versuchen kam der Verfasser zu de: 
Annahme, da8 die Spaltung der langen Kette des Ricinoleins ander 
verlauft als die des Acetylricinoleins oder des 1, 2-Oxystearins. Dj 
gebildeten Produkte miissen sich natiirlich anders verhalten. Di 
Spaltung geschieht am wahrscheinlichsten nach folgendem Schema 
(1) ©,H,,CH(OH)CH,.CH:CH(CH,),COOH 


Rizinoleinséure >C,H,,CHO + CH,CH: CH(CH,),COOH 
Oenanthol A®-Undecylensaure 


(2) C,H,,CH(O.COCH,)CH,CHCH(CH,),COOH 
Acet ylricinolein > C,H,,CH(O.CO.CH,)CH,.CH 
+—CH(CH,),COOH 


(3) C.H,CH(OH)CH,CH,CH,(CH,),COOH 
1, 2-Oxystearin <(C,H,,CHO + CH,CH,(CH,),COOH 
Oenanthol Undecylsaure 


Die aus Ricinolein gebildete 4®-Undecyleinsaure ist giftig, wie der 
Verfasser im vorigen Experiment nachgewiesen hat. Die andere 
Produkte aus Acetylricinolein und 1, 2-Oxystearin zeigen aber kein 
schidliche Wirkung. 

Es scheint, daB die Kette der Fettsauren zuerst an der Stel! 
gespalten wird, wo die Hydroxylgruppe oder Doppelbindung vorhande: 
ist. Im letzteren Falle sollten zuerst zwei Hydroxylgruppen dure! 
Oxydation entstehen, bevor sie weiter gespalten werden. 

Ferner wurde beobachtet, daB verschiedene Kohlenhydrate ver. 
schiedene Nahrwerte haben, obgleich die Differenz unter ihnen nic! 
so groB wie bei Fetten ist. 

FaBt man nun die oben erwihnten Ergebnisse zusammen, * 
kommt man zu folgendem SchluB: 
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1. Die Nahrwerte der Fette, die aus Oxyfettsiiuren bestehen, sind 
mehr von der Stelle der Hydroxylgruppe als von der Zahi der Hydroxy}- 
gruppen im Molekiil abhingig. So verhalt sich z. B. a-Oxystearin ganz 
synders als 1, 2-Oxystearin. 

2. Die Fette von a-Oxysiuren sind minderwertiger als die der 
entsprechend gesiittigten Fettsiuren. So ist es nicht wahrscheinlich, 
daB die a-Oxydation im Organismus stattfindet. 

3. Die schidliche Wirkung der a-Oxysiuren vermindert sich mit 
der Zunahme des Molekulargewichts, so sind z. B. a-Oxypalmitin oder 
q-Oxystearin weniger giftig als a-Oxyheptylin oder a-Oxymyristin. 

4. Der Nihrwert des Ricinoleins wird durch Acetylieren bedeutend 
erhéht. Bei Dioxyundecylin, Dioxystearin und Trioxystearin ist dies 
aber nicht der Fall. Der Grund, warum Acetylricinolein (und 1, 2-Oxy- 
stearin) héheren Wert hat als Ricinolein, ist wahrscheinlich darin zu 
suchen, daB es andere Spaltungsprodukte liefert als Ricinolein. 

5. Ricinolein ist besser als sein festes Stereoisomer Ricinoelaidin. 











Ernihrungslehre und Variationsstatistik. 


I. Mitteilung: 
Uber die chemische Zusammensetzung der Weizenkérner. 


Von 


L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 10. August 1926.) 


Solange man in der Ernahrungslehre lediglich die Verainderungen 
der Nahrungsmittel im lebenden Organismus einer quantitativen 
Untersuchung unterzogen hat, konnte man sich mit den Einzelanalysen 
der zur Untersuchung herbeigezogenen Nahrungsmittel bzw. mit den 
Mittelwerten verschiedener Proben gleichartiger Nahrungsmittel be- 
gniigen. Man hatte ja das Hauptaugenmerk auf chemisch ziemlich 
gleichartige Vorgiinge gerichtet, und dabei verschwanden die spezifischen 
Unterschiede zwischen den Nahrungsmitteln, welche in eine gleiche 
Gruppe gehéren (z. B. Zerealien, Fleisch, Milch, Eierarten usw.), gar 
nicht zu reden von den individuellen Unterschieden der einzelnen 
Glieder derselben Gruppen (Weizen-, Roggenarten, verschiedene Fleisch- 
sorten derselben Tierart usw.). In der Praxis der menschlichen Er. 
nahrung ist nun allerdings schon lange bekannt, daB diesbeziiglich sehr 
wesentliche Unterschiede vorhanden sind, und es hat sich eine empirische 
Wertung ausgebildet, welche in vielen Fallen zu einer merkwiirdigen 
nachtraglichen physiologischen Erklirung durch die Tierversuche in 
der Auffindung von ,,Vitaminen“ oder sonstigen spezifischen Unter- 
schieden zwischen dhnlichen Nahrungsmitteln (z.B. Leguminosen) 
gefiihrt hat. Wir miissen daher einmal mit der alten Tradition brechen, 
da8 wir EiweiB, Fett, Kohlehydrate und Kalorien essen, da durch diese 
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Begrenzung der Bestandteile einer Nahrung die Bedeutung eines 
Nahrungsmittels noch lange nicht erfaBt ist. 


Diese Untersuchungen machen es aber notwendig, daB wir uns 
einen genaueren Uberblick iiber die chemischen und physikalischen 
Eigenschaften der einzelnen Nahrungsmittel verschaffen und uns nicht 
damit begniigen, mehr oder weniger willkiirlich bestimmte Mittel- 
zahlen fiir die chemische Zusammensetzung der Nahrungsmittel an- 
munehmen. Es ist ja diesbeziiglich bekannt, daB infolge der Annahme 
der Gleichheit verschiedener Sorten desselben Nahrungsmittels lang- 
dauernde Ernahrungsversuche ganz differente Resultate ergaben. 
Nur ein zusammenfassender und tiefer eindringender Uberblick tiber 
die chemische Zusammensetzung der einzelnen Nahrungsmittel er- 
méglicht es, die geeigneten chemischen Grenzen des biologischen Er- 
nahrungsversuchs anzugeben, zwischen denen die einseitigen Fiitterungs- 
versuche auszufiihren sind, um Zufalligkeiten bei dem Ausfall dieser 
Versuche auszuschlieBen. f 


Fiir viele Nahrungsmittel sind die Analysendaten vorhanden, auf 
Grund welcher mit Hilfe der variationsstatistischen Methoden eine 
genauere Charakterisierung der chemischen Zusammensetzung méglich 
ist als jene, welche man erhalt, wenn man bloB die Mittelwerte der 
Zusammensetzung berechnet. 


Diese Untersuchungen haben aber nicht nur theoretisches Interesse, 
indem man dadurch eine bessere Unterlage fiir die ernahrungsphysiologi- 
schen Versuche gewinnt, sondern sie haben auch fiir praktische Zwecke 
der menschlichen Ernahrung ihre Wichtigkeit. Das immer mehr aus- 
gepriagte Ziel der Mehrproduktion von Nahrungsmitteln verindert 
jedenfalls auch die biologische Qualitét der Nahrung des Menschen. 
Eine Mehrproduktion an Weizen') bedeutet keinesfalls so viel, daB 
alle Eigenschaften in gleichmaéBigem Sinne in gleichem mehrfachen 
Verhaltnis in dem neuen Samen zunehmen. Es ware ein reines Wunder, 
wenn die fiir den Menschen als Konsumenten wichtigen Eigenschaften 
mit den fiir den Produzenten wichtigen Eigenschaften immer Schritt 
halten wiirden. Wenn der Mensch, durch Instinkt geleitet, immer das 
fir ihn absolut Gute in der Ernahrung finden wiirde, so ware er gegen- 
iiber den eventuell ungiinstigen Wandlungen in der Ernahrung geschiitzt . 
Nun kann dies nicht einmal das viel zweckmaBiger.wahlende Tier 
durchfiihren, um so weniger der in der Nahrungswahl viel ungiinstiger 
gestellte Mensch. 

Der Ernahrungslehre kommt daher die Aufgabe zu, die Nahrungs- 
mittel, insbesondere jene des Menschen, genau zu charakterisieren, so 


1) Durch ziichterische Auslese unter den verschiedenen Weizensorten. 
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daB wir Standardwerte besitzen und dadurch jeden Wandel mit der 
Zeit nachweisen kénnen. Wenn man die diesbeziigliche Literatu 
durchsieht, muB man sich wundern, wie wenig Material zur Ver. 
fiigung steht. 

Obzwar in der Pflanzenphysiologie und in der Vererbungslehre und 
auch in der Pharmakognosie infolge der Arbeiten von Rosenthaler' 
die variationsstatistische Untersuchungsmethodik eine ausgedehnten 
Verwendung findet, wurde die chemische Zusammensetzung er 
Nahrungsmittel kaum einer derartigen Untersuchung unterworfen. Es 
ist bekannt, daB man mehr oder minder wesentliche chemische Unter. 
schiede zwischen verschiedenen Weizenarten oder Weizen von Lander 
verschiedener Herkunft gefunden hat; dennoch aber hat man fiir 
die genauere Charakterisierung dieser Unterschiede nicht die variations. 
statistischen Methoden herangezogen. So wurde insbesonders ein genaues 
Zahlenmaterial fiir die Charakterisierung des ungarischen (Kossutdny) 
und rumanischen Weizens (Zaharia) gesammelt. Diese Untersuchungen 
wurden von uns fiir die folgenden Berechnungen als Ausgangsmateria! 
benutzt. Fiir die Anfangsuntersuchungen scheint es namlich vie! 
zweckmaBiger, wenn man das gleichmaBig analytisch behandelte 
Material eines Untersuchers verwendet, als wenn man auch die Variations. 
méglichkeit infolge verschiedener Methoden mehrerer Forscher in 
Betracht ziehen muB. Insbesondere die Untersuchungen von Zaharia 
liefern uns ein sehr ausgiebiges Analysenmaterial. Der Autor hat 
6 Jahre hindurch in einem weiten Weizengebiet (Altruminien) Unter. 
suchungen iiber die Beschaffenheit des Weizens durchgefiihrt und 
mit einer sehr groBen Zahl von Einzelanalysen belegt, so daf das 
Material fiir variationsstatistische Untersuchungen sehr geeignet ist 
Dieses Beispiel gewinnt noch an Interesse, wenn man dazunimmt 
daB die pflanzlichen Produkte eine im allgemeinen gréBere Variabiliti' 
als die tierischen aufweisen. Die Untersuchung der Variabilitat der 
chemischen und physikalischen Eigenschaften des Weizens gibt un 
also die Variabilitat des maximal variierenden Nahrungsbestancteil: 
an, zugleich aber auch die Variabilitat des quantitativ gréBten Be- 
standteils der menschlichen Nahrung in seinen wichtigsten Eigen- 
schaften. 

Die Untersuchungen wurden auf die von Zaharia untersuchten 
Eigenschaften des Weizens ausgedehnt. 


1) L. Rosenthaler, diese Zeitschr. 1384, 225, 1922; 186, 482, 1925 
Apotheker-Ztg. 24, 1909, Nr. 74; Ber. d. d. pharm. Ges., Jahrg. 30, 8. 392, 
1920; Jahrg. 31, S. 395, 1921; Jahrg. 32, S. 237, 1922; Jahrg. 33, 8S. 1 und? 
1923; Jahrg. 33, S. 255, 1923; Arch. d. Pharm. 1924, H. 1 (zweite Mu. 
teilung); S. Blume (bei Prof. Rosenthaler), diese Zeitschr. 187, 125, 1925 
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Fett-, EiweiB-, Cellulose-, Aschegehalt (in der Trockenstubstanz), Hektoliter- 
gewicht, Kérnergré8e, Mehligkeit'). 


Die Untersuchungen von Zaharia*) liefern folgende Zahlen von 
Weizenproben in den einzelnen Jahren: 





Zahl von Zah! von 
Jahr Weizenproben Jehr Weizenproben 


1900 485 1903 519 
1901 386 1904 721 
1902 775 1905 992 


so daB sicherlich sehr wenige variationsstatistische Untersuchungen, 
insbesondere was die chemische Zusammensetzung von pflanzlichen 
oder tierischen Produkten betrifft, ein gréBeres Material betreffen. 
In dieser Beziehung beanspruchen diese Untersuchungen ein viel 
allgemeineres Interesse, als ihnen bis jetzt zuteil wurde. 

Bei vielen variationsstatistischen Untersuchungen bedeutet es 
einen groBen Mangel, da8 nur die Endresultate der Rechnungen an- 
gegeben werden; dadurch hat meistens der Nachuntersucher nicht 
mehr die Méglichkeit, die Daten fiir seine eigenen Zwecke benutzen 
m kénnen. Deswegen haben wir nach Méglichkeit die Originalreihen, 
die aus der Aufarbeitung der Zahariaschen Arbeiten sich ergaben, mit- 
geteilt; aus demselben Grunde haben wir auch nicht in Kurvenform 
die Variation der einzelnen Bestandteile angefiihrt, wenn auch dies 
anschaulicher wire als die statistischen Tabellen. Diese sind jedoch als 
Material auch fiir weitere Vergleiche in dieser Form viel wertvoller. 

In Tabelle I ist die chemische Zusammensetzung des Weizens fiir 
die ganze Periode von 1900 bis 1905 aus den gesamten Analysen von 
Zaharia zusammengestellt angegeben. 

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die einzelnen Eigenschaften 
des Weizens eine ganz verschiedene absolute wie auch relative Variations- 
breite aufweisen, wie auch, daB die Haufigkeit der Werte einen ganz 
differenten Verteilungstypus besitzt. Was zuniichst die Variations- 
breite betrifft, so sehen wir, daB bei EiweiB der Maximalwert das 2,5fache 
des Minimalwertes betrigt, bei Fett das 1,8fache, bei Cellulose das 
2,0fache und bei der Asche das 2,2fache. Die hdufigsten Werte (Mode) 
sind bei Eiwei8 13,5 Proz., Fett 1,85 Proz., Cellulose 2,65 Proz. und 
Asche 2,05 Proz. Diese Werte sind in sehr verschiedener Entfernung 
bei den einzelnen chemischen Eigenschaften von den Grenzen der 


1) Die wasserléslichen Extraktstoffe wurden von Zaharia nur be- 
rechnet und sind in die Berechnung nicht eingezogen. 

2) Al. Zaharia, Le blé roumain. Récoltes des Années 1900 bis 1908. 
Publié par le Ministére de |’ Agriculture et des Domaines. Annexe au Bulletin 
du Ministére, XXTI éme Année, No. 9 bis 10. Bucarest 1910. 581 Seiten. 
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Tabelle I. 
Chemische Zusammensetzung der Weizenkérner (mittlere Kurver) 
(1900 bis 1905). 








EiweiB Fett Cellulose Asche 
ai Z Proz. y Proz. Proz. Zal 
a... oo der Tulle oe sntine — a — a wt alle 
8.5 | l 1,45 l 1,65 2 1,35 6 
95 | 41 1,55 48 1,75 1 1,45 27 
10,5 | 291 1,65 508 1,85 5 1,55 65 
11,5 | 550 1,75 959 1,95 20 1,65 171 
12.5 | 762 1,85 1019 2.05 90 1,75 291 
13,5 | 78l 1,95 794 2.15 180 1,85 465 
14.5 | 6874 2,05 348 2.25 262 1,95 634 
15.5 | 406 2,15 105 2.35 446 2.05 816 
16.5 | 232 2.25 21 2.45 519 2.15 659 
17,5 | 123 2,35 7 2.55 556 2.25 437 
18,5 | 64 2.45 4 2,65 587 2.35 170 
19.5 Boe 2.55 2 2.75 499 2.45 62 
20,5 8 2.65 l 2.85 374 2,55 19 
21,5 3 2.95 190 2,65 13 
3,05 15 2.75 3 
3,15 34 2.85 3 
3,25 ~ 2.95 2 
3,35 1 
v " 
a 1,83 2,03 2,18 





Variationsbreite entfernt. Bei EiweiB-, Fett- und Aschegehalt liegt 
der haufigste Wert dem Minimalwert naher, und zwar ist diese Asym- 
metrie besonders bei dem Fettgehalt ausgesprochen, dagegen zeigt der 
Cellulosegehalt eine entgegengesetzte Asymmetrie, indem der haufigste 
Wert dem Maximalwert naher liegt. 

In der Nahe der haufigsten Werte zeigen die in symmetrischen 
Punkten befindlichen Werte meist an dem dem unteren Grenzwert 
naher liegenden Punkte die héheren Werte, nur bei der Asche bildet 
der dem hiaufigsten Wert niaherliegende Punkt diesbeziiglich eine 
Ausnahme. Diese Eigenschaft der Kurven zeigt es ganz deutlich, dai 
die beobachteten Asymmetrien sehr wesentliche und nicht zufiallige 
Vorkommnisse sind. 

Die Unahnlichkeit der Verteilungskurven fiir die einzelnen Bestand- 
teile beweisen auch die verschiedenen Werte an den haufigsten Stellen 
Den héchsten Prozentsatz aller Fille (mittlere Kurve) finden wir an 
der Stelle des hiufigsten Wertes bei Fett, wo 26,7 Proz. aller Fille 
auf diese Stelle gehauft sind, danach folgt Aschegehalt mit 21,2 Proz. 
aller Falle, EiweiBgehalt mit 20,3 Proz., und die geringste Anzahl aller 
Fille ist bei dem Cellulosegehalt mit 15,3 Proz. an der Stelle der 
haufigsten Werte vereinigt. Ein Vergleich dieser Werte mit den 
Variationsbreiten ergibt sofort die groBen Unterschiede zwischen den 
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Haufigkeitskurven, indem die beiden Reihen nicht in entgegengesetzter 
tichtung sich verindern, sondern ,,EiweiB“‘ und ,,Cellulose“ ver- 
tauschen ihre Platze. 

Variationsbreite: EiweiB > Cellulose > Asche > Fett; 

Haufigkeitszahl: Cellulose > EiweiB > Asche > Fett. 

Bevor eine nahere Analyse der Variationskurven versucht wird, 
<oll auf Grund der einzelnen Jahresdaten zunichst gepriift werden, 
inwiefern diese die Endresultate der mittleren Haufigkeitskurven 
Tabelle 1) beeinflussen, um daraus ersehen zu kénnen, inwieweit ein 
Material von etwa 4000 Analysenreihen in 6 Jahren fiir die Charakteri- 
sierung der chemischen Zusammensetzung geniigt. Die einzelnen 
chemischen Eigenschaften werden jedoch zunichst fiir sich behandelt 
werden. 

I. EiweiBgehalt der Weizenkérner (Tabelle IT). 


Die haéufigsten Werte sind in 4 Jahren dem Mittelwert entsprechend 
bei 13.5 Proz. Im Jahre 1904 ist der haufigste Wert 12,5 Proz. und 1902 
sogar 11,5 Proz. Die Variationsbreite schwankt zwischen minimal dem 
|.86fachen bis maximal dem 2,29fachen Minimalwerte des EiweiSgehalts. 
Der héufigste Wert liegt, ebenso wie bei der mittleren Kurve, ganz regel- 
maBig dem Minimalwert naher. Jedoch unterscheiden sich die einzelnen 
Jahreskurven sehr wesentlich darin, wie weit der Minimalwert sich vom 
haufigsten Werte entfernt. 


Tabelle II. 
EiweiBgehalt der Weizenkérner. 

[” ® ter eee 
(Klassens : 
mitte) __| (Mittl. _ 
Proz. 1900/1901 1902/1903 1904 1905 Kurve) 990 190% 1902 1903 1904 1905 








= Verteilung berechnet in Proz. 
oes Gor Pee der Gesamtanalysenzahl 








8.5 1 01 

95 5 19 16 1 11 24 22 0) 

10.5 40, 2/155 2 71 21 83 05/195 04100 21 

115 76 19 216 17'100/122 15,8 5,0 .27,2| 3,4 14,0 124 

12.5 102 75 103 | 238 21,2 15,9/23,2,14,8 14,5 24,2 19, 

13,5 110 131 102 255 22,8 23,3\12,0 25,9 14,3 26,0 § 

14,5 62 57 122 91/175 12,8 17,7) 7,2'24,1 12,8 17,8 

15.5 57 76 83 406 11,9 18,0) 4.3.17,4 10,7) 85 

16,5 19 60 3,9 11,1) 1,6 6,1 

17,5 8 If 15 17 50) 16 15 

18,5 7 64 O4 24) 05 0,7 

19,5 4 18 1,1 0,25 0,4 

20,5 1 8 02 y 7 

21.5 3 
Relat. ias ~ 
_alat. Variar 216 1,86 2,29 2,05 2,262,05 2,53 

Die in der mittleren Kurve beobachtete gréBere Anhaéufung der Werte 
ndem Bereich, welches zwischen dem dem haéufigsten Punkt benachbarten 
Gebiet in der Richtung des Minimalwerts liegt, ist lediglich darauf zuriick- 
zufiihren, daB einzelne Jahreskurven einen niedrigeren haufigsten Wert 
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zeigen, denn nur im Jahre 1900 und 1905 sind auch bei den Jahreskurye; 
die Wertverteilungen gleich, dagegen in den anderen 4 Jahren genau wn 
gekehrt. 

Sehr variierend ist der Prozentsatz aller Fille, welche den haufigst 
Wert bilden. Die héchste Zah] der Falle kommt im Jahre 1902 mit 27,2 Proz 
aller Falle vor, die niedrigste Zahl mit 14,5 Proz. im Jahre 1904. Es » 
zugleich bemerkt werden, daB diese Zah] auch nicht in einfachem Zy. 
sammenhang mit der Variationsbreite ist, da eben in diesen beiden Jali 
hohe Werte der Variationsbreiten vorkommen, welche sich zugleich vo 
einander kaum unterscheiden und trotzdem diese am meisten divergierende: 
Werte in der relativen Anzahl der Falle im haufigsten Wert sich ergebe; 


Il. Fettgehalt der Weizenkérner (Tabelle IT). 


Die hdufigsten Werte der Jahreskurven entsprechen nicht der Melirza} 
nach dem haufigsten Wert der mittleren Kurve, sondern sind in drei nach. 
einander folgenden Jahren niedriger, in 2 Jahren entsprechen sie den 
haufigsten Wert der mittleren Kurve und in einem Jahre sind sie héher 
Das Variieren dieser Werte ist der GréBenordnung nach ungefahr ebens 
groB, wie bei EiweiB. Die Variationsbreiten verindern sich zwischen 1,42 
bis 1,65, sind also, ebenso wie bei den mittleren Kurven, viel niedriger als 








Tabelle III. 
Fettgehalt der Weizenkérner. 

(Klassen. Zehi der Fille - | Sa” | 
mitte) “e (Mittl. ar eR LST ” 
Proz. 1900 1901 1902 1903 1904 1905 Kurve) 1900 | 1901 1902 1903 1904 1905 
1,45 1 1 0,1 0,03 
155 | 1] 4| 35) 7) 2 48 02 11 45 14 01 13 
165 26 75296 86 21 4 508 542111382173 29 04 133 
175 146/139 308 157 162 47 959 30.3 37'0 39:8 315.226 4:7 251 
185 178 104 120 124 237.256 1019 36.9 2911 15,5 249 33,1 25.6 267 
1195 85 26 12 80 184 397 794 19:7 73 1,55 16,1256 40.1 208 
205 29 2 3 2 76214 348 60 06 04 48106216 91 
215 6 1 10 29 59 105 12 03 20/41 60 28 
2/95 3 4, 6 si 21 0'8 08) 08 O08 06 
235 | 1 2 4 7/02 0.4 04 02 
2/45 1 2 i] 4 03 0:4 01 01 
2'55 1 1 2 03 0'2 0.05 
2°65 1 1 | 02 0.03 

reat vere 1 52:1,61 1,41 1,71 1,451,48 1,83 


die entsprechenden Werte bei EiweiB. AuBer der Jahreskurve von 12 
wo der haufigste Wert in gleicher Entfernung von dem Minimal- wi 
Maximalwert liegt, ist der haufigste Wert in allen fiinf anderen Fallen dem 
Minimalwert bedeutend naherliegend. Die bei der mittleren Kurve beob- 
achtete gréBere Haufung der Fille in dem in der Richtung der Minimal- 
werte liegenden Teile der Kurve ist wieder nicht regelmaBig bei den ein- 
zelnen Jahreskurven zu beobachten. 

Der prozentuale Anteil der Fille im haufigsten Punkte der Kurv: 
verandert sich zwischen 31,5 bis 40,1 Proz. aller Falle, ist also bedeuten: 
héher als bei der mittleren Kurve aller Jahre, was eben darin seine Er- 
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klarung findet, daB der haufigste Wert von 3 Jahren auBerhalb des haufigsten 
Wertes der mittleren Kurve fallt. In diesem Falle (bei Fett) fallt der 
niedrigste Prozentsatz der Einzelbeobachtungen in dem haufigsten Punkt 
mit der gré68ten Variationsbreite zusammen (1903), jedoch ist auch hier 
kein einfacher Zusammenhang zwischen beiden GréBen nachweisbar. 


III. Cellulosegehalt der Weizenkérner (Tabelle IV). 


Der hdufigste Wert variiert zwischen 2,35 bis 2,75 Proz., und zwar so, 
da® auf 2,65 Proz. (haufigster Wert der Mittelkurve) nur ein Jahreswert 
fallt. Die Variationsbreite liegt zwischen 1,57 und 2,03. Die mittlere Kurve 
les Cellulosegehalts unterscheidet sich darin wesentlich von den anderen 
Kurven (EiweiB, Fett, Asche), daB der haufigste Wert in diesem Falle 
dem Maximalwert naher liegt. Auch bei den Jahreskurven ist dieses Ver- 
halten in vier Fallen nachweisbar, gegeniiber zwei Fallen, wo das entgegen- 
gesetzte Verhalten zu beobachten ist. Der Prozentsatz der in den haufigsten 
Punkt fallenden Werte variiert zwischen 18,7 bis 23,0 Proz., wobei bemerkt 
werden muB, daB die Werte sich zwischen 19,6 bis 23,0 Proz. haufen, indem 
nur ein Jahreswert mit 18,7 Proz. vorkommt, alle fiinf anderen Werte 
lagegen in der engeren Zone von 19,8 bis 23,0 Proz. liegen. Auch in dem 
Falle ist kein Zusammenhang zwischen Variationsbreite und relativer Zahl 
ler Falle im haufigsten Punkte nachweisbar. 


Tabelle IV. 
Cellulosegehalt der Weizenkérner. 





Cellulose y . > Verteilung berechnet in Proz. 
Klassen Zabi dor Faille _ der Gesamtanalysenzahl 
mitte) = (Mittl. 2 


Proz. 1900 1901/1902 1903 1904 1905 Kurve) yo99 | 1901 1902| 1903 1904 | 1905 





1 0,2 0,1 
I 0.2 

I 0.2 0,2 

0.6 12 

7.6 3,5 

10,5 8.8 

144 112 

19,8 

17,1 

13,2 

15,4 

5,5 

24 

0.8 

0.2 

0.2 

0,1 

0,1 


POLO pm poe pees pe 
KRRKRAE 


Relat. Varias ‘1,91 1,56 2,03 1,65 1,70 1,59 


tionsbreite | 


IV. Aschegehalt der Weizenkérner (Tabelle V). 
Der hdufigste Wert der mittleren Kurve fallt mit dem am meisten 
dreimal) vorkommenden haufigsten Wert der Jahreskurven zusammen. 
Die héufigsten Werte variieren zwischen 1,85 bis 2,25 Proz. Die Variations- 
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breite liegt zwischen 1,65 bis 1,97. Der haufigste Wert liegt dfter dey 


Minimalwert, wie auch dies in der mittleren Kurve zu beobachten ist, 


naher. In vier Jahreskurven ist dieses Verhalten zu beobachten, hingege; 
in zwei Fallen das entgegengesetzte. 

Der Prozentsatz der in dem haufigsten Punkte vorhandenen F4)\ 
bewegt sich zwischen 21,4 bis 27,3 Proz. 

Die bisher angefiihrten Eigenschaften sowohl der mittleren Kurve 
der 6 Jahre, wie der mittleren Jahreskurven zeigen es hinlanglich, da{ 
die Verteilung der Werte nicht durch die Binomialkurve zu beschreibe: 


ist, wie auch, daB die Jahreskurven charakteristische Merkmale der Ver. 
teilung aufweisen und die Variationsbreiten!) zweckméBig fiir die Charak. 


terisierung der Kurven herangezogen werden kénnen. 

Zuniachst sollen nun die bisher behandelten Werte der Jahreskurve: 
betreffend der einzelnen chemischen Eigenschaften, nach den charakteristi- 
schen Merkmalen gruppiert, zusammenfassend behandelt werden. 

















Tabelle V. 
Aschegehalt der Weizenkérner. 

P — nal Zahi der Fille = be my = in Pros. ; 
mitte) (Mittl. - 
Proz. —_ 1900| 1901 | 1902 1993 1904 1905 Kurve) 1990 | 1901 | 1902 | 1903 | 1904 1905 
1,35 5 1 | 6 10 0,1 0.2 
145 15 3 8} 1) 27 || 31 0,4 11) 01 07 
155 13 7 37, 8 65 | 27 0.9 62) 08 17 
165 | 26 33\ 1/ 79| 32 171 | 54 40 02/111) 33 44 
1,75 34\ 4) 64 4/121) 64 291 7,1) 1,0) 88 08/171) 65 76 
185 67 13/120 23/152) 90 465 13,9 3,3/15,7 44/27.4| 92 12) 
195 76 43 184 67\133\131 634 15,8 11,0/24,1 12.9 188/134 165 
2,05 103 84 194 116| 92/227, 816 21,4 21,5) 25,4 22,3130) 23,1 212 
2,15 80 89 96 142) 54 aa 659 16,6 228/125 27,3 7,6 20.2 17,1 
225 37/93 38) 94) 13 162! 437 77 238| 50 181) 1'8/165 114 
2,35 18 34 13) 47 170 | 3,7) 8,7| 1,7; 9,0) 1,1] 51 44 
2.45 516 9 19 3| 12 62 1,0 4.1) 1,2) 3,7) 0,7] 1.2 16 
2.55 1, 4; 2 5) 5) 2 19 O2 1) 03) 1,0) 0,7) 02 05 
265 | 2) 5& 1} 1} 2} 2 13 | 04) 1,3) O11) 02) 0,3 | 0,2 03 
2.75 l | gi 8 03 0.2 0.8 
2,85 2 1 . 3 0,5 0,2. | 0,08 
2'95 2 | 2 05 fh 0.05 

Relat.V * | 

telat Varia |] 96 1,69 1,96 1,73/1,83/1,90 2,18 





1) Es kann an dieser Stelle nicht naher in theoretische Erérterunge: 
betreffend die Verwendung von bestimmten GréBen zur Charakterisierung 
der VerteilungsgréBen, wie iiberhaupt iiber die Methode der Beschreibu 
eingetreten werden. Die hier angegebenen Methoden wurden durch rew 
empirische Versuche, und zwar so ausprobiert, damit man in der elemen- 
tarsten Weise in méglichst gut definierender Charakterisierung die einzelne! 
Verteilungskurven kennen soll, wobei zugleich eine méglichst groBe Sicher- 
heit dafiir gegeben werden soll, eine Kontrolle zu haben, es nicht mit Zufalls 
erscheinungen zu tun zu haben. Eine theoretische Beleuchtung die 
Fragen wird an anderer Stelle durchgefiihrt werden. 
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A. Variationsbreite (Tabelle VI). 


Zwischen den Variationsbreiten der einzelnen Jahre betreffend der 
verschiedenen Eigenschaften sind charakteristische Zusammenhange zu 
heobachten. Die Variationsbreite wurde berechnet, indem die Differenz 
zwischen héchstem und geringstem Wert durch den héchsten Wert dividiert 
und der Quotient mit 100 multipliziert wurde. 

1. Ganz regelmaiBig wechseln Jahre mit gréBerer Variationsbreite mit 
Jahren mit geringerer Variationsbreite der chemischen Eigenschaften. Nur 
bei dem Aschegehalt und nur in der Nacheinanderfolge der Jahre von 
1904 bis 1905 ist eine geringe Ausnahme zu beobachten, und bei dem Fett- 
gehalt ist die Reihenfolge der Jahre eine umgekehrte wie bei den anderen 
Eigenschaften. 

2. Die Reihenfolge der Variationsbreite der einzelnen Eigenschaften 
in den einzelnen Jahren zeigt groBe Regelma&Bigkeit, wie dies die folgende 
Zusammenstellung zeigt: 

1900: EiweiB > Asche > Cellulose> Fett 
1901: - > 99 > »» > *” 
1902: » > Cellulose> Asche > ee 
1903: a SE oe a > Cellulose 
1904: . > Asche > Cellulose> _ Fett 
1905: 9 > 99 > ” - 99 


Von den untersuchten 6 Jahren kann man in 4 Jahren regelmaBig die 
Reihenfolge der Variationsbreiten beobachten, daB EiweiB die gréBte, 
Asche die zweit gréBte, Cellulose die nachste und Fett die geringsteVariations- 
breite aufweist. Hingegen finden wir im Jahre 1902 eine Abweichung in der 
Art, wie die Cellulose zur Asche steht, obwohl die Reihenfolge dieselbe 
bleibt, undim Jahre 1903 ist die Variationsbreite von Fett vor die der Asche 
und Cellulose geriickt. 

ZahlenmaéBige quantitative Zusammenhiange lassen sich vorléufig aus 
der Variationsbreite nicht herauslesen, denn wo, wie in den Jahren 1903 
ind 1905, die Variationsbreiten fiir Eiwei8 praktisch gleich sind (2,05 
bzw. 2,06), verandern sich die Variationsbreiten von Cellulose und Asche 
n der entgegengesetzten Richtung und ebenso in den Jahren 1900 und 1902, 
in welchen die Variationsbreiten der Asche ganz gleich sind, dagegen fast 
gleich groBe gleichgerichtete Verainderungen der Variationsbreiten in 
Eiwei8 und Cellulose nachweisbar sind. ‘ 


Tabelle VI. 
Breite der Variationskurven (héchster Wert = 100) der Weizenanalysen. 





EiweiB Fett _ Cellulose Asche Bemerkungen 


53,7 34,1 49,1 | 
46,1 | 39,2 41,7 | 
29.3 49,1 | no See = ion) 


Maximalwert 


| 
41,5 42,1 | 
31.1 45:3 || 
I 32.6 47,3 
Mittelwert = M 34,6 45,8 
(Maximalvariation) 45,2 | 54,2 
Breite (Proz. der 76.6 5 91,2 M.100 


mittleren Kurve) MV 
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B. Haufigste Werte (Tabelle VII). 


Wie aus Tabelle VII ersichtlich ist, sind die in der Variationsbreit, 
beobachteten Jahresschwankungen in den Veranderungen der haufigstey 
Werte nicht nachweisbar. Es sind zwischen den haufigsten Werten der 
verschiedenen Jahreskurven keine GesetzmaBigkeiten nachzuweisen. 


Tabelle VII. 
Haufigste Werte der chemischen Eigenschaften. 





Proz. (Klassenmitten) 1900 1901 


1902 1903 | 1904 | 1905 
RE cil a i da 135 (135 (115 | 135 125 | 135 
Se ee 1,85 1,75 1,75 1,75 1,85 | 1,95 
Cellulose. ..... 245 245 235/ 255) 265| 2,75 
Asche ’ 205! 225 205) 215 185) 2.05 


C. Prozentsaitze der haufigsten Werte (Tabelle VIII). 


In dem Prozentsatz der haufigsten Werte sind wieder ganz charak. 
teristische, fiir die einzelnen chemischen Eigenschaften bzw. fiir die ein. 
zelnen Jahre kennzeichnende Eigenschaften nachweisbar. 





Tabelle VIII. 
Prozentsaitze der haufigsten Werte. 

Proz. (Klassenmitten) 1900 1901 1902 1903 1904 1905 
EiweiB | 228 | 233 | 272 259) 45 | 260 
ees Se ers | 36.9 | 37,0 398 315 | 331 | 401 
Cellulose. ..... | 18,7 | 218 | 198 208 /| 21.7 | 230 
Sa ee | 214 | 239 254 273 | 214 | 231 


1. In allen Jahren weist Fett die héchsten Prozentsitze aller Fille 
in dem haufigsten Werte auf. Diesbeziiglich verindern sich Variationsbreite 
und Prozenzsatz aller Fille im haufigsten Werte parallel, indem bei Fett 
die geringste Variationsbreite in den einzelnen Jahren (mit einer einzigen 
Ausnahme) zu beobachten war. 

Ebenso kénnen wir bei Cellulose den geringsten Wert aller Fille in der 
haéufigsten Gruppe beobachten. Nur eine einzige Ausnahme bildet dies- 
beziiglich das Jahr 1904, wo aber sowohl Eiwei8 wie Asche einen geringeren 
Prozentsatz in dieser Gruppe besitzen. Diesbeziiglich gehen Variations 
breite und Prozentsatz der haufigsten Falle vollstandig auseinander, da 
Cellulose nach Fett eben die geringste Variationsbreite aufgewiesen hat. 

Bei den in die zwei mittleren Gruppen fallenden EiweiB- und Asche- 
werten zeigen dagegen regelmaBig bald die eine Gruppe, bald die andere 
Gruppe héhere Werte, wie dies aus folgender Zusammenstellung iiber- 
sichtlich zu ersehen ist: 


]900: Fett > EjiweiB > Asche > Cellulose 


1901: ,, > Asche > EiweiB > ad 
1902: ,, > EiweiB > Asche > jo 
1903: ,, > Asche > EiweiB > - 
1904: ,, > Cellulose > Asche > EiweiB 
1905: ,. > EjiweiB > Asche > Cellulose 
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2. Bei gréBeren Verainderungen der Werte ist es auch zu beobachten, 
daB bei allen vier chemischen Eigenschaften die Prozentsatze sich nach 
geicher Richtung in verschiedenen Jahren verandern. Jedoch sind hier 
bereits wesentliche Abweichungen nachweisbar. Die Ubersicht erméglicht 
folgende Zusammenstellung: 





1900 1901 1902 1903 1904 1900 1900 1900 1909 1901 1901 | 1901/1902 1902 1903 
1901 1902 1903 1904 1905 1902 1903 1904 1905 1903 1904 1905 1904 1905 1905 


EiweiB . . Fe 
Fot . .- 18 
Cellulose .  g 
Asche. . . |g 

In der vorausgehenden Zusammenstellung bedeutet g = gréBer, wenn 
lie Haéufigkeitszahl in dem untenstehenden (folgenden) Jahre gréBGer ist 
als im obenstehenden (vorangehenden) Jahre; k = kleiner. 

Diese Zahlen ergeben zunichst das merkwiirdige Resultat, daB es 
wahrscheinlicher ist, da8 in nacheinander folgenden Jahren ein gréBerer 
Prozentsatz der haufigsten Fille relativ éfters vorkommen wird, denn 
insgesamt (bei allen chemischen Eigenschaften) kommt es 41mal vor, daB 
in einem vorangehenden Jahre das Haufigkeitsprozent geringer und nur 
n 18 Fallen gréBer ist. Gleichheit kommt nur in einem Falle vor. Wenn 
wir also diesen gleichen Fal] auch zu den 18 Fallen hinzugeben, kommt 
es in weniger als in der Halfte der Falle vor, daB die Haufigkeitszahl mit 
lem Vorschreiten der Jahre abnimmt. Zunachst kénnte man daran denken, 
da8 dies mit der verschiedenen Anzahl der Analysen zusammenhingt, 
indem mit Ausnahme der Jahre 1902 und 1903 die Anzahl der Analysen 
mmer zunimmt. Dies ist jedoch nicht der Fall, denn die einzelnen chemischen 
Eigenschaften zeigen gleiches Verhalten in so verschiedenem MaBe, daB 
lies in den einzelnen chemischen Eigenschaften beruhende Ursachen haben 
mu8. Am meisten ausgepragt ist diese systematische Veranderung bei 
Cellulose, wo 13mal die Zunahme in spéteren Jahren gegen zweimalige 
Abnahme der Fall ist. Bei Asche beobachteten wir elf Zunahmen gegen 
vier Abnahmen, bei Eiwei8 sind die entsprechenden Zahlen 9 zu 6 und bei 
Fett sind in acht Fallen Zunahme, in sechs Fallen Abnahme und in einem 
Falle Gleichheit der Werte nachzuweisen. Schon allein die Tatsache, daB 
eben Asche- und Cellulosegehalt parallele Verinderungen aufweisen, 
welchen die Veranderungen des EiweiBes am nachsten stehen, zeigt uns 
an, daB es sich hier nicht um zufiallige, sondern systematische Ver- 
schiebungen der Zusammensetzung der Weizenkérner in einer so kurzen 
Periode, wie 6 Jahre es sind, handeln muB. 

In einem Drittel aller méglichen Fille ist vollkommen regelmaBig zu 
beobachten, da8B alle Hiaufigkeitszahlen der chemischen Eigenschaften 
gréBer oder kleiner sind in einem Jahre. Von den insgesamt 15 Fallen sind 
auBerdem noch fiinf Fille solche, wo nur eine Eigenschaft gegeniiber der 
anderen eine Ausnahme bildet, und nur in drei Fallen sind die Veranderungen 
so, daB zwei Eigenschaften nach einer, die zwei anderen nach der entgegen- 
gesetzten Richtung sich verindern. Wenn wir also den einen absolut nicht 
emzuordnenden Fall (eine Eigenschaft gleich) zu den ungeordneten Fallen 
rechnen, ist in mehr als zwei Drittel der Falle das Geordnetsein der Haufig- 
keitszahlen nach Jahren nachweisbar, was jedenfalls darauf hinweist, daB 
die Witterung in dem Zustandekommen der Haufigkeitszahlen von maB- 
zebender Bedeutung ist. 

12° 
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Schon aus diesen Zahlen ist es auch ersichtlich, daB insbesonder 
Jahr 1904 den gréBten Teil der Anomalien verursacht und man noch 21: yi; 
regelm&Bigeren Reihen kommt, wenn man das Jahr 1904 ausschaltet. |) 
wir absolut keine Ursache zu einer solchen Ausschaltung haben uni ex 
nur von rechnerischem Vorteil ware, soll dies nicht naher behandelt werde; 


Zusammenfassung. 

1. Die Verteilung sowohl des mittleren Vorkommens der Ejnze}. 
werte der chemischen Eigenschaften in dem Durchschnitt mehrerer 
Jahre, wie auch in dem Material eines Jahres geschieht beim Weize: 
nicht nach der Binomialkurve, sondern die Abweichungen hieryo 
sind ganz charakteristische. 

2. Die relative Variationsbreite der Verteilung der untersuchte 
chemischen Eigenschaften ist beim Weizen eine verschiedene, fiir dj 
einzelnen chemischen Eigenschaften charakteristische GréBe, und zwar 
ist sie am geringsten beim Fett und am gréBten beim Eiweib. Der 
Fettgehalt des Weizens ist also die charakteristischste, und der Eiwei). 
gehalt die am wenigsten charakteristische Eigenschaft des Weizens 

3. Von den hier untersuchten drei Faktoren: Variationsbreit: 
haiufigste Gruppe und relative Zahl der Fille in der am haufigste: 
vorkommenden Gruppe bildet die Lokalisierung der am_hiaufigste: 
besetzten Gruppe, den am wenigsten charakteristischen, sowie auc! 
die wenigsten RegelmaBigkeiten aufweisenden Faktor. 

4. Die Verteilungskurven der vier untersuchten chemischen Eigen. 
schaften sind einander insofern ahnlich, als sie Kurven bilden, welch 
alle nur einen Maximalwert aufweisen. Jedoch sind diese Maximal. 
punkte bei den einzelnen chemischen Eigenschaften different und zeige: 
auch bestimmte RegelmaBigkeiten innerhalb einzelner Jahre. 

5. Zwischen Variationsbreite und haufigstem Wert ist nur beim 
Fettgehalt ein Zusammenhang nachweisbar. 


‘ 
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II. Mitteilung: 
Uber die KorngréSe und das Hektolitergewicht des Weizens. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wier.) 


(Eingegangen am 10. August 1926.) 


In der ersten Mitteilung konnte gezeigt werden, daB die variations- 
statistische Untersuchung der chemischen Eigenschaften des Weizen- 
korns interessante Aufschliisse dariiber geben kann, wie sich diese 
Rigenschaften verindern, wie groB die Wahrscheinlichkeit des Vor- 
kommens bestimmter chemischer Charaktere ist usw. Insbesondere 
lieB sich zeigen, daB bei den einzelnen chemischen Eigenschaften groBe 
Differenzen vorhanden sind, was die Haufigkeit der einzelnen Werte 
betrifft, welche die betreffende Eigenschaft unter sonst gleichen Be- 
dingungen annehmen kann. Diese Untersuchungen sind nicht nur von 
theoretischem, sondern auch von groBem praktischen Interesse, da 
eben auch praktisc) (ernahrungsphysiologisch wie nahrungsmittel+ 
technisch) sehr wertvolle Eigenschaften des Weizens grofen Variationen 
unterworfen sein kénnen. Um eine nahere Analyse dieser Erscheinungen 
zm erméglichen, wurden jetzt die zwei wichtigsten physikalischen 
Eigenschaften (KorngréBe und Hektolitergewicht) des Weizenkorns 
der variationsstatistischen Untersuchung unterworfen’). 


1) Zu diesen Untersuchungen wurde das auch in der ersten Mitteilung 
benutzte groBe Analysenmaterial von Zaharia (Le blé roumain. Bukarest 
1910, 581 Seiten) herangezogen. LBereits in der ersten Mitteilung wurde 
larauf hingewiesen, da8 auf einer verhaltnismaéBig kleinen Flache (Alt- 
ruménien) von Weizen ein gréBeres Analysenmaterial vorhanden ist, bei 
welchem insbesondere zufolge der groBen Zahl der Analysen eine ge- 
nauere Charakterisierung der einzelnen Proben méglich ist. 
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I. Die variationsstatistische Untersuchung der KorngréBe. 


Zaharia gibt das Gewicht von je 1000 Weizenkérnern an. Das dure} 
6 Jahre untersuchte Material Zaharias, von 1900 bis 1906, verteilt 
folgendermaBen (naheres siehe erste Mitteilung): 








Tabelle I. 
(Klassenmitte) } 3 
1000 Kern Gewicht (gp «ij © | 8 | BY OM 
Zehi der Fille. ....... 1 3 4 w» 78 170 291 500 675 
Verteilung, berechnet | 
zu Proz, der Gesamt- 
analysenzahl. ... 0,03 0,08 | 01 | 08 | 20) 44 7,6 | 13,1) 189 
(Klassenmitte) | ; . 
1000 Korn (g) Gewicht j 4 36 38 0 “2 “ * ba . 
Zehi der Faille ....... 727 556 414 203 108 47 15 7 7 
. . | | 
Verteilung, berechnet | 
zu Proz. der Gesamt- || 
analysenzahl. ... | 199 145 108 53/28 12 04) 02 02 


Insgesamt stehen also fiir diese Untersuchung 3836 Einzelanalyse: 
zur Verfiigung. Die Variationskurve der KorngréBe zeigt ein Maximum 
bei 34 mg. Die Kurve zeigt, was das Maximum betrifft, einen sehr symmetri- 
schen Aufbau. Bei keiner der chemischen Eigenschaften konnte dies 
Symmetrie beobachtet werden. Die relative Variationsbreite der Kérne: 
gréBe betrigt 3,13 (maximale KorngréBe/minimale KorngréBe). Dies 
Zahl ist bedeutend gréBer als bei den chemischen Eigenschaften (bei diesen 
Material), es betrigt ja in dem Gesamtmaterial') die relative Variations. 
breite im Maximalwert (bei Eiwei8) 2,53 und im Minimalwert (bei Fett 
1,83. In der héufigsten Gruppe sind 19 Proz. aller Falle enthalten. Mit 
den vier untersuchten chemischen Eigenschaften verglichen, ist dies ei 
hoher Wert, denn einen wesentlich héheren Prozentsatz aller Falle habe: 
wir nur bei Fett (mit 26,7 Proz.) beobachten kénnen, wo aber die Variations 
breite eine viel geringere war. Hingegen zeigen die anderen drei chemisc hie: 
Eigenschaften teils einen fast gleichen Prozentsatz der Fille in dieser 
Gruppe (EiweiB 20,3 und Asche 21,2 Proz.), teils Cellulose sogar einen vie 
-eringeren, 15,3 Proz., wobei, wie erwahnt, auch diese eine viel kleiner 
(jedoch gréBer als Fett) Variationsbreite besitzt. 


In Tabelle II sind die die einzelnen Jahre betreffenden Daten angefiilirt 


Der hdufigste Wert liegt zwischen 32 bis 36mg. Der haufigste Wer 
der Gesamtkurve liegt also eben in der Mitte der sechs Jahreswerte, vo 
welchen je zwei in die einzelnen der drei Gruppen fallen, und zwar ist di 
Verteilung der Werte nach Jahren eine ganz regelmaBige, indem imme! 
héhere und niedrigere Werte regelmaBig abwechseln. Die Variationsbreite 
liegen zwischen 2,08 bis 3,13, sind also selbst sehr variabel. Die Veranderung 
der Variationsbreite war bei keiner der gepriiften chemischen Eigenschaiten 
so groB, wie bei der KorngréBe. Dies 14Bt sich am besten an der maximale! 
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1) Siehe erste Mitteilung, diese Zeitschr. 177, 168, 1926. 
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Schwankung dieser GréBe demonstrieren (= maximale Variationsbrejt, 
in den Jahreskurven/minimale Variationsbreite in den Jahreskurven 
Diese Zahlen sind die folgenden: 





EiweiB Fett Cellulose Asche KornergroBe 


Maximale Schwankung 1,23 1,21 1,29 1,16 151 


Ebenso zeigen auch die Prozentzahlen der haufigsten Werte viel gréBer 
Schwankungen bei dem Kérnergewicht als bei den untersuchten chemise hey 
Eigenschaften (auBer EiweiB). 





Eiweif Fett Cellulose Asche K6érnergewicht 
Maximale Schwankung 
(Proz.-Zahlen der hau- 
figsten Werte)... . 1,88 127 | 1,23 1,28 1,73 


Dabei mu8 jedoch bemerkt werden, daB diese groBe Schwankung nur 
durch zwei ausfallende Werte bestimmt ist und die vier anderen Werte 
gerade eine iiberaus groBe Konstanz aufweisen, wie sich dies ergibt, wenn 
wir die maximale Schwankung der vier héchsten Werte berechnen. 





| Eiweif Fett Cellulose Asche K6rnergewicht 
Maximale Schwankung 
(Proz.-Zahlen der hau- 
figsten Werte). . . . 1,18 109 |; J 1,18 1,08 


In der Weise erhalten wir bei Kérnergewicht die kleinste Schwankung, 
was um so bemerkenswerter ist, da die groBe Schwankung eben durch das 
Jahr 1904 hervorgerufen wird, welches auch in anderer Hinsicht anomale 
Verhaltnisse aufweist (siehe die erste Arbeit). 

Die Symmetrie der haufigsten Gruppe ist bei den einzelnen Jahres- 
kurven im Gegensatz zur mittleren Kurve nicht nachweisbar. In vier 
Fallen liegt das Maximum den Minimumgrenzen néher, in einem Jahre 
liegt es in der Mitte und in dent auch sonst als Ausnahme geltenden Falle 
vom Jahre 1904 der Maximalgrenze naéher, was dadurch verursacht ist, 
daB die Zahl der Fille mit geringem Kérnergewicht im Jahre 1904 sehr 
groBG ist. 


II. Die variationsstatistische Untersuchung des Hektolitergewichts. 


Das Gesamtmaterial der 6 Jahre (3727 Fille) ist aus Tabelle III zu 
ersehen : 

Die Kurve (Tabelle IIIa) unterscheidet sich ganz wesentlich von allen 
bis jetzt beim Weizen beobachteten Verteilungstypen, da sie zwei Maxima 
aufweist. Allerdings verschwindet dieses doppelte Maximum, wenn wir 
nur die halbe Anzahl der Gruppen nehmen und die Einteilung Tabelle IIIb 
oder auch IIIc wahlen, wobei das Maximum noch ausgepragter wird. 

In beiden Fallen (b und c) haben wir aber eine iiberaus geringe Anzai! 
von Gruppen (insgesamt 11), was viel kleiner ist als die geringste Gruppen- 
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Tabelle III. 


Hektolitergewicht des Weizens (mittlere Kurven). 














a) b) c) 
) . Verteilun Hektoliter- Vv i ektoliter- ; ; 
eevee (kg) =e in Prom. gewict (kg) _ in Proe ’ gewieht (ka -~ “in Pron, , 
—y Fale Gesamtzahl mitten) Falle Gesomtechl , mitten) Falle or 
655 | 5 0,13 66 9 0,24 65 5 0,13 
66,5 4 0,11 
67,5 12 0,32 68 24 0,64 67 16 0,43 
68,5 12 0,32 
69.5 30 081 70 67 1,80 69 42 1,13 
70,5 37 0,93 
715 87 2,33 72 157 4,21 71 124 3,33 
72,5 70 1,88 
73,5 181 4,86 74 378 10,17 73 251 6,74 
74.5 197 5,29 
75,5 260 6,98 76 738 19,80 75 457 12,26 
76.5 478 12,85 
77,5 380 =—s:10, 18 78 886 23,77 77 858 23.03 
78,5 506 =-13,57 
79.5 624 16,74 80 1129 30,31 79 1130, 30,33 
80,5 405 10,86 
815 285 7,67 82 408 10,94 81 690 18,50 
82.5 123 3,30 
83.5 26 0,70 84 30 0,81 83 149 4,00 
84.5 4 0,11 
85,5 1 0,03 86 1 0,03 85 5{ 90,13 


zahl von 14, welche beim Fett eben infolge der groBen Haufigkeit der Fille 
angenommen wurde. Das doppelte Maximum findet seine Erklarung 
darin, daB die Maxima der Einzelkurven sehr stark auseinanderfallen und 
auch, weil die Einzelkurven solche doppelte Maxima aufweisen. 

Eine weitere auffallende Erscheinung der mittleren Kurve bildet ihre 
sehr starke Schiefheit. Wenn wir die zusammergezogenen Kurven (b und c) 
betrachten, ist dies besonders auffallend, indem der haufigste Wert eben 
an der Grenze des dem Maximum naheliegenden Drittel der Gruppen liegt, 
und bei der mehr Gruppen zéhlenden Einteilung (a) fallt sogar das erste 
Maximum der Kurve in die dem Maximalwert naherfallende Halfte, so 
da8 beide haufigste Werte in die eine Halfte der Tabelle gruppiert sind. 
Die relative Variationsbreite betragt 1,31, ist also die geringste unter allen 
bisher beim Weizen beobachteten Werten. Die Prozentzahl der hdufigsten 
Gruppe betragt 16,74, wenn wir dieselbe nach der nicht zusammen- 
gezogenen Reihe (Tabelle IIIa) berechnen, dagegen 30,3, wenn man als 
Grundlage der Berechnung die beiden die halbe Anzahl der Glieder ent- 
haltende Tabellen (b und c) nimmt. Diese groBe Divergenz der Zahlen 
zeigt uns deutlich, daB die Haufigkeitstabelle des Hektolitergewichts 
wesentlich differiert von den bisher behandelten Werten. Dadurch kann 
auch der Prozentsatz der haufigsten Gruppe nicht direkt mit den anderen 
abhnlichen Zahlen verglichen werden. Hierauf soll aber erst an einer spateren 
Stelle niher eingegangen werden. 

In der Tabelle IV sind die Jahrestabellen des Hektolitergewichts 
angegeben. 
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Auch die Jahreskurven zeigen deutlich, daB das Hektolitergew i}; 
des Weizens sich betreffend der Verteilung der Werte wesentlich anders 
verhalt als die anderen bisher behandelten Eigenschaften. Nur die Jahres. 
kurve von 1904 hat kein doppeltes Maximum, wenn wir die Tabellen mit 
anderen Gruppen zum Vergleich heranziehen, allerdings verschwinden 
diese zweiten Maxima alle in den zusammengezogenen Gruppen. Alle 
Jahreskurven zeigen eine groBe Schiefheit um die mittlere Kurve, indem 
die hdheren Haufigkeitszahlen dem héchsten Werte des Hektolitergewic hts 
bedeutend niaher liegen als der unteren Grenze. In drei Fallen liegt das 
zweite Maximum genau in der Mitte der Kurven, in zwei Fallen aber fal!t 
auch dieses in den die héheren Werte enthaltenden Abschnitt. 

Die Variationsbreiten und die relativen Haufigkeitszahlen sind 
Tabelle V angegeben. 





Tabelle V. 
1900 | 1901 1902 1903 1904 | 1905 Mfittlere 
urve 
Relative Variationsbreite . 1,24 124; 1.25) 1,27 1,27 1,27 | 131 
Proz. d. haufigsten Gruppe 
(Tabelle IV, a) ... 13,98 23,97 21,88 20,04 2443 14,69 16,74 
Proz. d. haufigsten Gruppe 
(Tabelle IV, b) .. . 24.23 40,99 38,98 34,26 39,68 26,82 31,31 
Proz. d. héufigsten Gruppe 
(Tabelle IV, c) . 24,43 37,23 35,00 34,26 38,28 29,30 31,33 


Die Variationsbreite des Hektolitergewichts in den Jahreskurven zeigt 
eine iiberaus groBe Konstanz, indem die maximale Abweichung nur etwa 
2,5 Proz. der Variationsbreite betragt. Eine soleche Konstanz konnte bei 
keiner anderen Eigenschaft beobachtet werden. Dabei mu8 bemerkt 
werden, daB auch diese geringe Verainderung der Variationsbreite eine 
ganz konstante Zunahme ist, welche von 1900 bis 1905 ganz regelmiabig 
stattfindet. Hingegen ist in den Prozentzahlen der haufigsten Gruppe in 
dem Falle gar keine RegelmaBigkeit nachweisbar, was sicherlich eben 
damit im Zusammenhang steht, daB die Maxima dieser Kurven sehr schlecht 
definiert sind. 

Bei jeder Gruppenteilung zeigen diese Zahlen eine tiberaus grobe 
Variabilitat, welche gréGer ist als bei den chemischen Eigenschaften. 


Wir kénnen also in dieser Weise die beiden hier untersuchten 
Eigenschaften hinsichtlich der Haufigkeitskurve nicht so gut charak- 
terisieren, wie die chemischen Eigenschaften, denn einerseits zeigen diese 
Werte eine gréBere Variabilitaét, andererseits liegen die Verhaltnisse viel 
komplizierter. Auch lassen sich die berechneten Zahlen nicht so gut 
mit den Werten anderer Eigenschaften vergleichen. Jedenfalls kann 
auch in diesen Fallen nicht die Binomialkurve zur Zusammenfassung der 
Werte benutzt werden, denn insbesondere das Hektolitergewicht weist 
eine ganz regelmaBige, groBe Schiefheit der Verteilungskurve auf. 


Diese Untersuchungen machen es notwendig, daB wir zunichst 
die Methode dahin vervollkommnen, daB die verschiedenen Eigen- 
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schaften durch untereinander besser vergleichbare Zahlenwerte 
charakterisiert werden. Dies erfordert aber eine nahere Charakterisierung 
der Gruppierungsmethode. Bis jetzt ist man diesbeziiglich ganz will- 
kiirlich vorgegangen, indem man die Gruppenteilung so ausfiihrte, 
daS man nach Méglichkeit die UnregelmaBigkeiten der Einzelkurve 
auszuschalten trachtete. Wie groB bei verschiedener Gruppierung die 
Abweichungen in derselben Kurve sein kénnen, zeigt uns der Fall des 
Hektolitergewichts. In den weiteren Untersuchungen soll es unsere 
Aufgabe sein, die Grundlagen einer natiirlichen Gruppenteilung zu 
bestimmen, um Haufigkeitskurven der verschiedenen Eigenschaften 
untereinander am zweckmaBigsten vergleichen zu kénnen. 
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Ill. Mitteilung: 
Uber den Cellulosegehalt der Weizenkérner. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 10. August 1926.) 


Der Cellulosegehalt des Weizenkorns wurde deswegen als Ausgangs- 
punkt dieser weiteren Untersuchungen gewahlt, da eben der Cellulose- 
gehalt eine verhiltnismaBig (gegeniiber den anderen chemischen Be- 
standteilen) einfache riumliche Verteilung im Weizenkorn aufweist, 
indem die Cellulose fast ausschlieBlich die auBerste Schicht des Kornes 
bildet, auBerdem aber chemisch am einfachsten zusammengesetzt ist, 
was weder von der ,,Asche“, noch von dem ,,Fette‘, aber auch nicht 
von dem ,,EiweiB“ des Weizenkorns auf Grund der iiblichen Analysen 
behauptet werden kann. 

Auch hat es sich bereits in der ersten Mitteilung herausgestellt, 
daB bei dem Cellulosegehalt die Variationskurven der verschiedenen 
Jahre ganz spezifische Unterschiede aufweisen, indem von 1900 bis 1905 
eine stetige Vermehrung nachzuweisen ist. Die Variabilitaét wird 
insofern eine geringere, als die hiufigste Gruppe immer dichter wird. 
Eine symmetrische, in so kurzer Zeitperiode erfolgende Veranderung 
einer Eigenschaft des Weizens beansprucht selbstverstandlich ein 
erhéhtes Interesse. 

In der ersten Mitteilung wurden bereits die sechs Jahreskurven 
des Cellulosegehalts angegeben und kurz behandelt. 

Zaharia') hat verschiedene Untergruppen des untersuchten Weizens 
(nach botanischer Einteilung und nach der Herkunft des Saatgutes) auf- 
gestellt, wonach man die Weizensorten in einzelne Gruppen teilen kann. 
Bevor auf eine nahere Untersuchung der Variationskurven eingegangen 


1) Le blé roumain, Bukarest 1910, 581 Seiten. 
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Tabelle I. 


Cellulosegehalt der verschiedenen Weizensorten. 


(2 = mittlere Kurve.) 
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ellulose 
Klassen 
mitten) 


Proz. 


Po a 
or St Or or 


am oem 
or 


ot & So ho 
oror or or 


bo bo bo PS bo bo bo ee ee 


=r} 
RAS 


Relative 
\ anationss 
breite 


1,65 
17 
1,85 
1,95 
2,05 
2.15 
2,25 
2,35 
2.45 
2,55 
2,65 
2,75 
2.85 
2,95 
3,05 
3,15 
3,25 
3,35 
- 


Relative 
Variationss 
breite 


Verteilung in Proz. der Analysenzahl 


Zab! der Fille 





1900 | 1901 | 1902 | 1903 | 1904 | 1905 | 2m | 1900 | 1901 


0,70 
0.70 
0,70 

1,01 
1189 1,01 
13,98 14,00 
19,58 15,20 


16,78 19,19 


| 16,08 | 21,27 


11,18, 9,10 
4.90 10,10 


? 


| 1,79 1,56 


ae 0,79 
6.20 3,17 


926 5,56 
|| 12,50 12,70 


18,52 17,46 
21,29 21,43 


13:43 | 15.87 


10,64 | 13,48 
3,70 4,76 
185 2.38 
0.46 1,59 
0.46 0,79 
1,39 


1,62 1,56 


0,78 
2'35 
431 

11.77 

13,34 

23,91 

15,29 

11,37 

12.16 
431 
0,39 


154 


, 


3,10 
5,43 
7,76 
3,88 
17,84 
20,15 
20,93 
9,31 
10,07 
0,78 


1,56 


0,94 


a) Weizen I. 
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0,19 


0:19) 
0,33 | 
1'20 | 


3,93 
8,07 


| 8.94 
4,64| 0,71 | 


14,72 


16,55 7,14) 15,70 
21,74 | 11,43 | 14,17 


20,43 | 10.71 
18,54 | 26,42 


12,58 | 22/86 





11,56 
10,47 
6,22 


2.65 | 18,58| 3,49 


1,99 1,43 | 
0.71. 
0,19 


0,66 


138, 1,34 


0,76 
0,19 


197 | 


b) Weizen IT, 


| 0,41 


2,80 | 


8,42 


842 


8,42 
11,12 
24,30 
14,96 
10,28 

8,42 

0,94 


0,94 


1,65 


0,21 
0,82 0,62 
6,15 1,87 
(943 3.14 
(18,03 4.87 
20,07 | 15,38 
(24,17 23,91 
(12:29 21:21 
7,38 11,86 
123 6,03 

3,74 

0,62 


156 1,51 


0,07 


143 99 
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16 
22 
27 


wm em eo SBSSSN85- 
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1902 1903 1904/1905 2m 


255 


4 
7 
10 
5 
23; 7 
26; 25 
27| 33 
12) 31 
13| 28 
1; 19 
4 
1 3 
1 
129 151 
1 
1 
3 
9 
9; 2 
9 15 
12; 23 
26, 44 
16 49 
Il 59 
9 30 
1; 18 
l 3 


216 126 225 107 244 


Gy 

-_ 

| 3 

| 

36 

74 

82 

1) 135 
10 144 
16| 130 
15 106 
37| 96 
32) 57 
26| 32 
2) 7 
1} 1 
l 

140 917 
1 

1 

3 

29 

1 5l 
3\ 86 
9| 131 
15) 157 
43 200 
14| 216 
115 | 211 
102 159 
69\ 92 
29\ 36 
18| 22 
3} 3 
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481 1399 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
Cellulosegehalt der verschiedenen Weizensorten. 
(2m = mittlere Kurve.) 

Cellulose Verteilung in Proz. dcr Analysenzahl Zah! der Fille 

(Klassen. 

mitten) 2a — ple We oy eer i To : — - 
wa 1900 | 1901 | 1902 1903 | 1904 | 1905 2m || 1900 1901 1902 1903/1904 1905 5 

c) Weizen ITI. 
1,65 
1,75 
1.85 | 0,59 0,13 l 
1,95 1,26 | 0,26 2 
2.05 8,34 2,52) 352) 1,17 192) 4 4 5 2 | 
2,15 208 435 629 0,70 1,76 243 1 4 10 l 3 If 
2,25 14.58 8,70 1194 634 234 059 614) 7 8 19 9 4 1; 4 
2,35 10,42 15,22 20,13, 7,75 644 059) 946) 5/14 32); ll ill jt 
2,45 27,08 | 21,75 (18,24 | 11,98 | 16,38) 6,48) 15,08) 73 | 20 | 29, 17) 28 11) I 
2.55 12,50 23,91; 9.40 21,84 16,38 9,41/ 15,08, 6 | 22) 15) 31 28 16 IIs 
2,65 12,50 14,13 18,24 14,50) 27,05 | 18,23/ 17,35)) 6| 13 | 29; 22, 36) 31 > 137 
2,75 6,25 6,52 7,56 16,90 15,79 18,23 13,18) 3 6 {| 12) 24) 27) 31) 103 
2.85 6,25 435 189 10,56 14,62 21,76 11,13) 3 4 3/ 15) 25) 37) 8 
2,95 1,08; 189 0,70) 1,17 14,22) 3,96 1 3 1 2; 24) 31 
3,05 0,63 4,20 > 1,17) 823, 2,94 1 6 2| 14) 8 
3,15 117 2,35 048 2 4 6 
3,25 
3,35 
P » 48 | 92 | 159/142 171 170 78 
Relative ) = - i os 
Variations: 139 137 156 149 1,70) 140 1,70 
breite | 
d) Weizen IV. 

1,65 
1,75 
1,85 
1,95 1,92 1,77 0,34 1 1 2 
2,05 9,61 5,31) 1,79 0.63 188 5 3 2 1 su 
2,15 5,73; 1,96| 15,93) 625) 0,79) 0,63, 3,77) 3 1 9 7 1 1} 2 
2,25 5,73; 588 3,54 10,72) 0,79) 0,63) 3,77) 3 3 2; 12 1 1 2 
2,35 19,23 9,80 20,00: 13,39) 5,55) 3,16/ 10,10) 10 5 7’ 16 7 5) 59 
2,45 11,54 | 21,57 | 18,82 13,39 10,31; 2,53/11,22) 6 11 16 15) 13 4° 6 
2,55 17,31 | 27,47 | 12,94 | 18,75 | 15,07; 5,70/14,21, 9) 174) 11 27) 19 9 8 
2,65 11,54) 7,84 14,12 17,90 | 23,02 16,46 16,70 6 4,12); 20) 29)' 6 9% 
2,75 13,46 15,68 12,39 10,72 26,99 20,29 17,13 7 8 7 | 12) 34) 32) 100 
2,85 1,92 3,92 531 6,25 12,70 25,32 10,08) 1 2 3 7' 16 4 6 
2,95 1,92; 392) 3,54, 089) 2,37/17,72| 668) 1 2 2 1 3; 28; 37 
3,05 | 1,96) 2,37; 253) 1,37 1 3 4 8 
3,15 | 1,77 | 3 89 0,69 1 3 4 
3,25 1,77 | 253) 0,86 1 4 5 
3,35 
2 52 51 | 85 | 112) 126 158 584 

Relative | 

Variations- |} 1,51) 1,42 1,67) 1,44) 1,42) 1,59) 1,67 


breite 
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werden soll, scheint es zweckmAéBig, nach dieser Gruppenteilung das Material 
rdnen?). 
Zaharia unterscheidet bei allen seinen Analysen 19 Gruppen von 
Weizen. Diese sind die folgenden: 


|. WeiBer Banater Winterweizen, 11. WeiBer Sommerweizen, 


2, Einheimischer Winterweizen, 12. Glasiger Weizen, 

3. Roter Winterweizen, 13. Amerikanischer Grannenweizen, 
4. WeiBer Winterweizen, 14. Einheimischer Weizen aus fran- 
ja. Alter weiBer Winterweizen, zésischem Saatgut, 

5. Arnauten-Weizen 15. Riesenkornweizen, 

6. Oulea-Weizen, 16. Bulgarischer Weizen, 

7. Ghirea-Weizen, 17. Polnischer Weizen, 

8. Gemischter Weizen, 18. Tiirkischer Weizen, 

9. Gestreifter Weizen, 19. Mandschurischer Weizen. 


). Theiss-Weizen, 


Praktisch kommen aber die meisten Analysen den Gruppen 1 bis 4 
mu, wobei den Weizensorten 1 und 2 die meisten Analysenzahlen zufallen. 
In Tabelle Ia bis d sind die Jahresgruppen angegeben, wobei die einzelnen 
Weizenarten separierte Gruppen bilden. 

Aus Tabelle I ersehen wir sofort 

1. daB die von Zaharia unterschiedenen verschiedenen Weizensorten 
auch charakteristische Unterschiede in ihrem Cellulosegehalt aufweisen, 

2. daB die in den verschiedenen Jahrgingen beobachteten Differenzen 
sich regelmaBig bei den Weizensorten wiederholen. 

Ein ganz grobes Vergleichen der Verteilungskurven zeigt uns schon 
das differente Verhalten der vier Weizensorten an. 





Weizensorte : I ll Ill IV 


Mittleres Maximum der Fille 
(Maximum der mittleren Kurve) |2,45 Proz.| 2,65 Proz. 2,65 Proz.| 2,75 Proz. 


Wie aus den vorausgehenden Zahlen ersichtlich, zeigt Weizen I den 
kleinsten Prozentsatz an Cellulose in der haufigsten Gruppe, IT und ITT 
bei derselben um 8 Proz. héheren Gehalt. Bei Weizen IV ist der Cellulose- 
gehalt des dichtesten Wertes sogar um 12 Proz. héher als Weizen I. 
Interessant ist in der Beziehung, daB Weizen I aus importiertem Weizen 
(Banat, Ungarn) stammt, die drei anderen Sorten dagegen aus einheimischem 
(rumanischem) Weizen. 

Derselbe Unterschied ist auch in den einzelnen Jahreskurven nach- 
weisbar, besonders was den Unterschied zwischen Weizen I gegeniiber den 
anderen Weizensorten betrifft. 


1) Jede Unterteilung verursacht selbstverstandlich, da die Anzahl 
der Fille in einer Gruppe sehr vermindert wird, eine groBe Abnahme der 
Sicherheit in den GesetzmaBigkeiten, so daB die beiden entgegengesetzt 
wirksamen Faktoren in einem Mittel ausgeglichen werden miissen. 


Biochemische Zeitschrift Band 177. 13 
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Tabelle I]. 
1900. . < 1V 
nS : 
re = Iii =< 
1903 . . I = Ii 
1904 . ee F 
1905 . I 1] 


< 


= Il 
- IV 
<1 
= IV 
= IV 


< Be oe 





In Tabelle II ist die Reihenfolge der haufigsten Werte der einzeln 


Weizensorten in den Jahren 1900 bis 1905 angefiihrt. Dabei stellt 


heraus, daB Weizen I regelmaBig den geringsten Prozentgehalt an Cellulos 
im héufigsten Werte aufweist. 





Tabelle III. 

Weizen: I Il Il IV 

1900 2,25 2,45 2.45 2.35 
1901 2.45 2,45 2.55 2,55 
1902 2,35 2,55 2.35 2.35 
1903 2.55 2,55 2.55 2.55 
1904 2.55 2,75 2,65 2.75 
1905 2.75 2.75 2.85 2,85 
Ja 2.45 2,65 2.65 2,75 


In Tabelle III ist der Gang der haufigsten Gruppe bei den einzelin 
Weizensorten nach Jahrgaéngen angegeben. 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, zeigen die Maxima der Jahreskurver 


der einzelnen Weizensorten eine ausgesprochene Zunahme der Werte vo 
1900 bis 1905. Nur im Jahre 1902 ist in drei Fallen (Weizen I, ITI, I\ 
ein Zuriickfallen des haéufigsten Wertes zu beobachten, welches aber bereit: 
im Jahre 1903 kompensiert wird. Besonders groB ist diese Zunahme i 
den Jahren 1904 und 1905. Jedoch ist aus Tabelle III zu entnehmen, dai 
dies nur einen auffallenderen Zuwachs des schon in den vorigen Jahre: 
stattfindenden Vorganges bedeutet. 
des Weizens binnen 6 Jahren doch eine héchst auffallende Erscheinung ist 
soll sie einer néiheren Untersuchung unterzogen werden, um so mehr, als 
auch ein ahnlicher Gang der Grenzwerte (insbesondere Minima) beobachte 
werden kann. 


betreffs der Zentra]-(Median-)Werte. 


Tabelle IV. 


Zertrale (Median-)Werte der Jahreskurven. 


Dasselbe Verhalten zeigen die verschiedenen 


Weizensorten 


Da eine systematische Veranderung 
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Tabelle V. 
Reihenordnung der Zentralwerte. 


Mecca se 2 xe as == Ev 
_. SE. we Ee | oe 
_.. ne eo eR IV 
es « «+ Se ee ee ee IV 
,. ares II IV 
ev... Lem es ee < iv 


In Tabelle IV sind die mittleren (Zentral-, Median-) Werte sowohl der 
enzelnen Weizensorten wie die mittleren Werte fiir das gesamte unter- 
suchte Material in Jahreshaufigkeitskurven angegeben. Es zeigt sich: 
|. daB der Zentralwert der mittleren Verteilungskurve bei Weizen I ebenfalls 
am niedrigsten im Vergleich mit den iibrigen Weizensorten ist. 2. Auch 
n den einzelnen Jahresverteilungskurven ist dasselbe Verhalten zu beob- 
achten, wobei nur im Jahre 1904 und 1905 Weizen I = Weizen ITI wird. 
Die zentralen Werte zeigen dieselbe regelméiBige Zunahme des Cellulose- 
gehalts wie die haéufigsten Werte. Bei der Zentralwerten ist jedoch diese 
Verinderung viel regelmaBiger als bei dem haufigsten Werte, da nur das 
Jahr 1902 diesbeziiglich eine Ausnahme bildet, indem bei Weizen III und IV 
die Cellulosewerte niedriger sind als im Jahre 1901. Jedoch zeigen alle 
anderen Werte von dem Jahre 1900 bis 1905 eine regelmaBige Zunahme 
des Cellulosegehalts des Weizenmittelfalles. 


Damit ist also nachgewiesen, daB sowohl die einzelnen Weizen- 
sorten ganz charakteristische Unterschiede in der Verteilung der Werte 
des Cellulosegehalts aufweisen, als auch, daB sogar in einer so kurzen 
Periode, wie es 6 Jahre sind, wesentliche Veranderungen, welche sich 
als systematische herausstellen, nachzuweisen sind. Es soll deswegen 
zunachst diese Untersuchung auch auf die anderen Eigenschaften des 
Weizens ausgedehnt werden; es ist ja auch von groBer praktischer 
Bedeutung fiir die Landwirtschaft, diese Erscheinungen kennenzu- 
lernen, welche einerseits geeignet sind, als Grundlage fiir eine Auswahl 
bestimmter Samensorten zu dienen, wie auch bis jetzt nicht beachtete 
Veranderungen in der Zusammensetzung des Weizens aufzudecken. 














Uber Aktivierung von Insulin. 


Von 
Erhard Glaser und Georg Halpern. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pharmakognostischen Universitits. 
instituts in Wien.) 


(Eingegangen am 10. August 1926.) 


Schon Collip (1) wurde durch den Umstand, da8 bei einem Insulin. 
praparat die Wirkung erst in 1 bis 4 Tagen nach der Injektion auftrat, 
veranlaBt, anzunehmen, da8 das Insulin nicht als solches in den Langer. 
hansschen Inseln vorhanden ist, sondern als Muttersubstanz, welche 
erst durch die Art der Extraktionsverfahren aktiviert wird. Collip hat 
scheinbar zwei nicht zusammengehérige Prozesse miteinander ver. 
bunden, doch ist zweifellos aus seinen Ausfiihrungen der SchluB be- 
rechtigt, daB das Insulin erst durch Behandlung mit anderen Stoffen 
wirksam wird. 

Wiechowski erwahnt in einem Vortrag in der Wiener Gesellschaft fiir 
interne Medizin, 1924, daB er wiederholt bemerken konnte, daB das Insulin 
beim Lagern starker wiirde, und daB sich bei der Darstellung des Insulins 
vielleicht mehr Einheiten herausholen lassen als man bis dahin annahm. 
Laufberger (2) behauptet demgegeniiber, daB alle Insulinpraparate unstabil 
sind und mindestens stets auf ein Zehntel ihrer Anfangsstarke absinken 
kénnen. Diese scheinbar gegenteiligen Ansichten kénnen allerdings in 
Einklang gebracht werden, wenn man annimmt, daB im ersten Falle 
aktivierende Substanzen zugegen sind, im zweiten Falle dagegen Stofie, 
die das Insulin in ihrer Wirksamkeit abschwachen kénnen. Da8 die 
Aktivierung erst beim Lagern des Driisenpraiparats eintritt, liegt nach 
Wilistatter (3) hauptsachlich daran, da8 zunéchst die genuinen Proteine 
hemmen. Beziiglich des Insulins ist schon festgestellt, daB Vorhandensein 
von Trypsin und Mineralséuren, welche beide ja leicht bei nicht 
entsprechender Zubereitung in das Insulin iibergehen, die Wirksamkeit 
des Insulins zerstéren kénnen. Im iibrigen ist allgemein bekannt, dai 
Fermente durch unzweckmaBiges Reinigen geschaidigt werden kénnen. 


Alle diese Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daB im 
Pankreas das Hormon vielleicht zum geringen Teile als solches, zum 
gréBeren als Muttersubstanz vorhanden ist bzw., da es sich beim Insulin 
um ein Ferment handelt, welcher Meinung JZ. Glaser (4) bereits im 
Jahre 1923 Ausdruck gegeben hat, dasselbe als sogenanntes Proferment 
einer Aktivierung bedarf. Seit dieser Zeit wiesen Collazo, Handel und 
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Rubino (5) ebenfalls auf den Fermentcharakter des Insulins hin, indem 
sje es aus ihren Untersuchungen abzuleiten versuchten. 

Im Zusammenhang damit soll hier noch auf die Feststellungen von 
Kine (6) und Heidenhain (7) hingewiesen werden, denen zufolge ganz 
frisches Pankreas ein ganz unwirksames Extrakt liefert, wahrend beim 
Altern der Driisensubstanz regelmaBig ein wirksames Extrakt gewonnen 
werden konnte. Dies kann als sogerannte Spontanaktivierung und als 
Anerkennung der Existenz eines Protrypsins lange vor der Kinase, deren 
Kenntnis uns erst durch Pawlow und Schepowalnikow (8) vermittelt wurde, 
aufgefaBt werden und darf vielleicht als Fingerzeig fiir die beim Insulin 
vestehenden Verhialtnisse dienen. 

Unsere Bestrebungen waren daher dahin gerichtet, zu untersuchen, 
ob einigen beim Insulin in Betracht kommenden Faktoren die Fahigkeit 
mgeschrieben werden kann, dieses aus einer unwirksamen Form in ein 
wirksames Enzym tiberzufiihren, wobei aber nicht auf alle Méglich- 
keiten in dieser Hinsicht eingegangen werden soll. Die Untersuchungen 
waren auch deshalb von Wert, weil sie im Anschlu8 an die Unter- 
suchungen von Glaser und Halpern (9) Beitrage zum Zusammenhang 
zwischen Chemismus und Wirksamkeit zutage férdern miissen und 
dadurch das Insulin naher charakterisiert werden kénnte. Gleichviel 
ob man das aktivierende Prinzip als Aktivatoren oder Cofermente 
bezeichnet, erschien es notwendig, diesen Stoffen nachzugehen, da sie 
beider Wirksamkeit der Fermente eine Rolle spielen. Als solche Prinzipe 
kommen beim Insulin solche Stoffe in Betracht, die entweder schon 
bei der Darstellungsweise des Insulins gleichsam als zufallige Begleiter 
mit demselben ausgefallt werden, oder solche, mit denen das Insulin 
am Verbrauchsort oder auf dem Wege dahin durch die Blut- oder 
Lymphbahn in Berithrung kommt. Wenn sich solche Stoffe feststellen 
lassen, so sollte natiirlich allenfalls auf leichter zugingliche Ersatzstoffe 
Ausschau gehalten werden. 

Der Kenntnis in dieser Hinsicht kcnnte man auch in der Weise 
niher kommen, daB folgende Methode eingeschlagen wurde. 

Die verschieden stark wirksamen Insulinpriparate, die bereit- 
willigst von den Firmen Phiag, Sanabo und Chemosan zur Verfiigung 
gestellt wurden und wofiir ihnen an dieser Stelle bestens gedankt 
werden sol], wurden mit der aktivierenden Substanz versetzt und bei 
verschiedenen Reakticnen durch 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
einwirken gelassen. Das Praiparat wurde nachher einem Kaninchen 
subkutan injiziert und der Blutzucker vor und nach 3 bis 4 Stunden 
nach der Injektion mit der modifizierten Bangschen Methode bestimmt, 
indem statt, wie Bang vorschreibt, das Blut zu wigen, es mit einer 
Mikropipette aufgesogen und das Blut mit der Extraktionsfliissigkeit 
quantitativ ausgespiilt wurde. Als Kontrollversuch wurde immer 
dieselbe Menge Insulin ohne Aktivator demselben Kaninchen, um die 
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individuellen Unterschiede auszuschalten, einige Tage vorher injiziert 
und aus dem Unterschied mit und ohne Aktivator auf die Wirksamkejt 
desselben geschlossen. Die Tiere waren immer vor der Injektion dure, 
24 Stunden niichtern. 

Die Mengenverhaltnisse des Insulins werden in den einze|ney 
Versuchen angegeben, dagegen wurde auf die Menge des Aktivators 
nicht Riicksicht genommen, da es sich hierbei um einen katalytischen 
Vorgang handelt und die kleinsten Dosen wirksam sein muBten. 

Als erste Reihe von Stoffen, die als Aktivatoren in Betracht kommen 
konnten, waren die von Glaser und Wittner (10) im Insulin nachgewiesenen 
Fermente, und zwar Oxydasen und darunter die Aldehydase, ferner 
Peroxydasen in den Kreis der Untersuchungen gezogen worden. 
Ubrigens konnte schon Podolinski (11) konstatieren, da8 Protrypsin 
durch Liegenlassen an der Luft in das aktive Ferment tibergeht, wid 
hat dabei eine Wirkung des Sauerstoffs angenommen. 


Versuch mit pflanzlicher Peroxydase. 


Da aus Meerrettich verhaltnismaiBig einfach eine Peroxydase nach 
E. v. Stécklin (12) zu erhalten ist, so wurde eine solche nach dieser Methode 
hergestellt. Sie war im trockenen Zustande gelblichweiB gefarbt und gab 
eine starke Purpurogallin- und Benzidineisessigreaktion. Fiir den Versuch 
wurde ein Insulin Phiag verwendet, von welchen 60 mg den Blutzucker 
eires 1,8kg schweren Kaninchens von 0,176 Proz. vor der Injektion auf 
0,09 Proz. nach der Injektion herabsetzen konnten. Die Lésung des Insulins 
reagierte stark sauer. Nach 24stiindiger Einwirkung der Peroxydase auf 
das Insulin war die Wirkung desselben unverandert, was aus den Ziffern 
0,17 Proz. vor und 0,1 Proz. nach der Injektion hervorgeht. Auch ein 
Zusatz von l ecm einer lproz. H,O,-Lésung konnte die Wirksamkeit des 
Insulins nicht erhéhen (0,15 Proz. vor der Injektion, 0,09 Proz. nach der 
Injektion). Auch Wasseistoffsuperoxyd allein ohne Peroxydase a&nderte 
nach 24stiindiger Einwirkung nicht die Wirksamkeit desselben. Von 
pflanzlichen Peroxydasen hat sich speziell die von Meerrettich als Aktivator 
. fiir Insulin als unwirksam erwiesen. 


Versuch mit tierischer Peroxydase. 


Da sich die tierischen Peroxydasen von den pflanzlichen in ihrer 
Wirkung unterscheiden, so wurde auch ein Versuch mit einer solchen an- 
geschlossen, wozu die der eosinophilen Granulasubstanz des Blutes benutzt 
wurde. Die von A. Neumann (13) nach seinen Verfahren hergestellten 
eosinophilen Granula, welche aus Fibrin durch Fallung mit Natronlaug: 
und Kochen gewonnen wurden und die Benzidineisessigreaktion gaben, 
erwiesen sich ebenfalls als Aktivator unwirksam. Dieselbe Peroxydase 
ohne Insulin in groBen Mengen, entsprechend etwa 20 Liter Blut, einem 
Kaninchen injiziert, zeigte keine blutzuckererniedrigende Wirkung, da 
die Ziffern 0,15 Proz. vor und 0,14 Proz. nach der Injektion wohl keine 
Abnahme bedeuten kénnen. Dieser Befund ist eigentlich nicht auffalliz, 
da die aktivierende Substanz, wie es ja beim Insulin bekannt ist, durch 
die scharfe Darstellungsweise zerstért worden sein konnte. 
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Versuche mit tierischer Oxydase. 


Da demnach die von uns untersuchten pflanzlichen und tierischen 
Peroxydasen die blutzuckererniedrigende Substanz im Insulin nicht zu 
steigern vermochten, so wurden auch tierische Oxydasen fiir die Aktivierung 
herangezogen, und zwar wiederum die nach A. Neumann (14) aus Knochen- 
mark hergestellte eosinophile Granulasubstanz. Die Substanz hatte eine 
glbliche Farbe, gab die fiir Oxydasen charakteristische Naphtholpara- 
phenylendiaminreaktion, wurde durch nicht eingreifende Verfahren (in der 
Kalte) gewonnen und war nur in saurem Alkohol und auch hier nicht voll- 
stindig léslich. 

Die Substanz wurde in wenig salzsaurem Alkohol aufgeschwemmt, in 
diesem Zustand einer neutralea Lésung von 9mg Insulin in Wasser zu- 
vefigt und durch 24 Stunden einwirken gelassen. Der Blutzucker war 
vor der Injektion 0,14 Proz., nach der Injektion 0,055 Proz. Als Kontroll- 
versuch wurde dieselbe Menge Insulin mit 1 cem n/10 HCl verwendet. Die 
HCl-Konzentration war in beiden Fallen dieselbe, etwa n/150 HCl. Der 
Blutzucker war vor der Injektion 0,16 Proz., nach der Injektion 0,1 Proz. 
Aus dem Wirkungsunterschied geht hervor, daB die Oxydase eine starke 
aktivierende Kraft auf das Insulin auszuiiben vermag. 

Als zweiter Versuch wurde das gleiche Insulin mit derselben Oxydase 
versetzt, ohne sie vorher im sauren Alkohol zu behandeln. Die Blutzucker- 
abnahme war von 0,15 Proz. vor auf 0,1 Proz. nach der Injektion erfolgt, 
was keiner Wirkung entspricht, da der blinde Versuch dasselbe Resultat 
ergab. Wie daraus zu ersehen ist, wirkt die Oxydase in neutraler Lésung 
auf das Insulin nicht ein. 

| 
Versuche mit pflanzlicher Oxydase. 

Zu diesem Versuch wurde Tyrosinase gewaéhlt, welche einem System 
Peroxydase—Hydroperoxyd—Coterment entspricht. Zur Darstellung 
wurde ein Pilz, und zwar Lactarius vellereus verwendet, der in verhaltnis- 
maiBig leichter Weise eine von anderen Fermenten freie Lésung der Tyro- 
sinase liefert. In Anlehnung an die Methode von Cotte (15) wurde folgender.- 
maBen verfahren: 2 kg frisch gesammelter Pilze wurden in einer Hack- 
maschine fein zerkleinert und sofort gepreBt und die Lésurig durch Zentri- 
fugieren weiter enttriibt. Die nicht ganz klare Lésung von gelblichweiBer 
Farbe wurde mit 96proz. Alkohol versetzt und der entstandene Nieder- 
schlag nach einigen Stunden durch Zentrifugieren von der Lésung getrennt. 
Der noch feuchte Niederschlag wurde mit Wasser versetzt und durch 
2 Tage unter Toluol digeriert. Die Lésung wurde nachher nochmals zentri- 
fugiert und das mit Wasser versetzte Zentrifugat wieder mit Alkoho] gefallt 
und nach einem Tag Stehen abermals zentrifugiert. Der Niederschlag 
wurde getrocknet und eine Woche stehengelassen, da durch diese Behandlung 
die Lakkase gréGtenteils zerstért wird. Der Niederschlag wurde sodann in 
Wasser gelést und zur Verwendung nochmals mit Alkohol gefallt. Die 
Lésung gab mit 5 Proz. Kresollésung die typische Gelbfarbung nach einigen 
Stunden Stehen. Bei einer py-Konzentration von 7,5 wurden 2 ccm der 
Tyrosinaselésung mit einer Lésung Insulin-Chemosan, welche im blinden 
Versuch eine Abnahme des Blutzuckers von 0,15 Proz. vor der Injektion 
auf 0,09 Proz. nach der Injektion bewirkte, versetzt. Nach 24stiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde injiziert. Eine Verstérkung der 
Wirkung konnte nicht beobachtet werden. Pflanzliche Oxydasen wirken 
also ebenso wie pflanzliche Peroxydasen auf das Insulin nicht ein. 
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Versuch mit Aldehydase. 


Die dazu nétige Aldehydase wurde aus frischer Katzenleber nach 
dem Vorgang von Abderhalden (16) dargestellt, und zwar in der Weise. 
daB dieselbe fein zerkleinert, mit Sand verrieben und durch 24 Stunden 
unter Toluol in destilliertem Wasser stehengelassen wurde. Nach Kolicrey 
und Filtrieren wurde das klare Filtrat bis zur 25proz. Sattigung mit Ammon. 
sulfat versetzt, wobei etwas verdiinnte Sodalésung zugesetzt wurde. Das 
Filtrat von dem durch 24stiindiges Stehen entstandenen Niederschlag 
wurde mit Ammonsulfat bis zur 33proz. Sattigung versetzt. Nac} 
24 Stunden wurde wiederum filtriert und das Filtrat auf 60proz. Sattigung 
mit Ammonsulfat gebracht. Der Niederschlag, der sich nach 24 Stundey 
absetzte und welcher die Aldehydase enthalt, wurde nun in Wasser au/. 
genommen, worin er sich zur Ganze gelést hat. Das klare Filtrat wuri 
nun mit 96proz. Alkohol bis auf 30proz. Konzentration gebracht, und der 
dabei entstandene Niederschlag wurde sofort abfiltriert und in Wasser 
aufgenommen. Die wasserige Fliissigkeit wurde nun im Vakuum bei Zimmer. 
temperatur auf wenige Kubikzentimeter eingeengt, wiederum mit Alkoho! 
gefallt und der Niederschlag so wie das erstemal sofort in wenig Wasser 
gelést. Die Fliissigkeit war vollkommen klar und verwandelte in wenige: 
Minuten Salicylaldehyd zu Salicylsdure. 

Fir den Versuch mit Aldehydase wurde wieder dasselbe Insulin wi 
fiir die Peroxydaseversuche benutzt, doch wurde es bei schwach alkalischer 
Lésung bei pg 7,5, die mit verdiinnter Sodalésung hergestellt wurde, mit 
der Aldehydase versetzt, weil dieselbe bei ganz schwach alkalischer Reaktion 
ihr Wirkungsoptimum hat. Nach 24stiindigem Einwirken fand eine Ab- 
nahme von 0,16 auf 0,1 Proz. statt. Der blinde Versuch, der bei derselben 
Ionenkonzentration gemacht wurde, ergab auch eine Abnahme von 0,165 
auf 0,11 Proz. Daraus ist zu ersehen, daB die Aldehydase auf das Insulii 
keinen EinfluB ausiibt.* 


Versuche mit Enterokinase und Bestimmung des Wirkungsoptimums derselben 
auf das Insulin, 


Wie bereits erwahnt, gingen wir von der Ansicht aus, daB als Aktivatoren 
nur Substanzen in Betracht kommen kénnen, mit denen das Insulin von 
‘ vornherein ausgestattet ist, oder mit denen es am Orte seiner eventuellen 
Wirksamkeit oder auf dem Wege dahin zusammenkommt. Es wurie 
daher ein Versuch unternommen, mit einem bekannten, im Kérper bzw. im 
. Darm vorkommenden Aktivator, naimlich der Enterokinase, die speziell 
bei der Verdauung, und zwar bei den aus dem Pankreas stammenden 
Fermenten eine Rolle spielt. Hierzu kommt noch, daB nach John R. Murlin. 
C. Clyde Sutter, A. S. Allen und H. A. Piper (17) Insulin in Kapseln, welche 
mit einer magenverdauungswiderstandsfahigen Hiille umgebenr sind, unter 
Zusatz von 0,1 bis 0,2 Proz. HCl per os gegeben, eine giinstige Wirkung 
auf den Blutzucker von Diabetikern ausiibte. Es war daraus zu schlieBen, 
da8 im Darm Substanzen vorhanden sind, welche auf das Insulin eine 
aktivierende Wirkung ausiiben konnten. 

Zu diesem Zwecke wurden ganz frische Katzendiinndarme von Tieren 
verwendet, welche 12 Stunden vorher mit rohem Fleisch gefiittert wurden. 
Die Tiere wurden durch Durchschneiden der Carotiden getétet. Der Diinn- 
darm wurde herausgenommen, die Diinndarmschleimhaut abgeschabt und 
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das Abgeschabte zur Extraktion in 2prom. Natriumcarbonatlésung gegeben. 
Nach 10 Stunden Stehen wurde koliert und filtriert, wobei kein vollkommen 
klares Filtrat erzielt werden konnte. Die Fliissigkeit wurde sodann mit 
verdinnter Essigsiure bis zur neutralen Reaktion versetzt und nach einigen 
Stunden Stehens filtriert. Der Niederschlag wurde nochmals in 0,5proz. 
Sodalésung gelést und wiederum mit ganz verdiinnter Essigséure gefallt. 
Er wurde nachher durch Zentrifugieren von der Lésung getrennt und 
stellte so in feuchtem Zustande ein ganz weiBes Pulver dar, welches sich 
leicht in 0,5proz. Sodalésung aufléste. Das trockene Priparat dagegen 
war gelblich gefirbt, und es hatte seine Léslichkeit sehr stark abgenommen. 
Es steht dies im Einklang mit vielen Kérpersubstanzen, welche mit der 
Zeit, wenn sie im trockenen Zustande aufbewahrt werden, ihre vorher 
groBe Léslichkeit fast ganz einbiiBen. 

Die Enterokinase gab mit Benzidineisessig eine positive Reaktion, 
dagegen waren a-Naphthol-Paraphenylendiamin, Purpurogallin und Guajak- 
reaktion negativ. Die Auswertung wurde nach der Methode von EZ. Waild- 
schmidt-Leitz (18) ausgefiihrt. Bei pg 8,7 wurden 5 ccm einer 3proz. Gelatine- 
|ésung mit 0,2 g Pankreatin versetzt und 30 Minuten auf 30° erhitzt und dann 
mit 90proz. 0,2n alkoholischer KOH mit Thymolphthalein als Indikator 
titriert. Verbraucht wurden ohne Kinasezusatz 0,61 cem der 0,2 n alkoholi- 
schen KOH und mit der durch 0,5ccem einer 5proz. Kinaselésung zersetzten 
Pankreatin 0,76cem. Die Differenz betragt also 0,15cem 0,2 n KOH. 
Der Wirkungswert war also '/, K.-E. (Kinaseeinheiten). 

Fiir die ersten Versuche mit Kinase wurde das amerikanische Insulin 
Lilly verwendet. 0,3 ccm dieses Insulins auf schwach alkalische Reaktion 
Py 8.4) gebracht und mit etwas Kinase versetzt, zeigt eine Blutzucker- 
herabsetzung von 0,14 Proz. bei einem 3kg schweren Kaninchen auf 
0,06 Proz. nach der Injektion. Das gleiche Insulin im blinden Versuch 
zeigte bloB eine Herabsetzung von 0,15 auf 0,1 Proz. Der zweite Versuch 
wurde ebenfalls mit Insulin Lilly vorgenommen, welches aber durch ziemlich 
langes Stehen ohne hermetischen Verschlu8 fast volistandig unwirksam 
geworden war. Und zwar vermochten 0,35ccm des Insulins bei einem 
|.7kg schweren Kaninchen den Blutzucker bloB von 0,18 auf 0,15 Proz. 
herabzusetzen. Durch Aktivierung des Insulins mit Kinase in alkalischer 
Reaktion bei pq 7,8 konnte bei demselben Tiere eine Abnahme des Blut- 
zuckers bei nur 0,2cem des Insulins von 0,16 ‘auf 0,06 Proz. nach der 
Injektion beobachtet werden. Man sieht also, daB ein durch langes Stehen 
in seiner Wirksamkeit abgeschwachtes Insulin durch Kinase wieder 
reaktiviert werden kann. Der niachste Versuch, der mit Kinase gemacht 
wurde, war wieder mit demselben Insulin wie bei der Peroxydase, und zwar 
bei alkalischer Reaktion gemacht worden. Bei 60mg Insulinmenge war 
die Abnahme von 0,14 auf 0,06 Proz. (py 8,0), wogegen der blinde Versuch, 
wie bereits erwahnt, bloB eine Abnahme auf 0,1 Proz. bewirken konnte. 
Bei dem nachsten Versuch, der mit demselben Insulin gemacht wurde, war 
die Wirkung noch stérker, und zwar bekam das Tier nach 344 Stunden starke 
hypoglykémische Krampfe, so daB keine Blutzuckerbestimmung gemacht 
werden konnte. Da aber ar dem Tier spater festgestellt wurde, daB die 
Krimpfe bei 0,05 Proz. Blutzucker auftreten, so mu8 der Blutzuckergehalt in 
diesem Falle unter dieser Zah] gewesen sein. Der Versuch wurde bei py 7,5 
ausgefiihrt. Es wurden auch Versuche mit einem Insulin, welches nur in 
n/100 HCl léslich war, vorgenommen. 40 mg dieses Insulins mit einem fein 
uspendierten Niederschiag der Kinase versetzt (durch Lésen derselben in 
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Aikali und Fallen) und 24 Stunden unter éfterem Schiitteln stehengelas. 
zeigte keine staérkere Wirkung als im blinden Versuch. Man kann darays 
ersehen, daB die Kinase in saurer Lésung nicht wirkt, was ja auch aus 
ihrer Unléslichkeit in Séuren hervorgeht. Weitere Versuche wurden mit 
Insulin Chemosan gemacht. Injiziert wurden 10 mg, wobei mit Sodalésung 
die py auf 7,3 gebracht wurde. Der Blutzucker betrug vor der Injektion 
0,16, nach der Injektion 0,09 Proz. Dieselbe Menge des Insulins mit Kinase 
versetzt, verursachte bei derselben py eine Blutzuckerabnahme von 
0,14 Proz. vor, auf 0,04 Proz. nach der Injektion. Der niachste Versuch 
wurde bei py 6 gemacht. Auch hier war der Versuch in saurer Lésung 
negativ. Um festzustellen, ob eine stark saure Reaktion von Einflu8 aut 
die Aktivierung dieses Insulins ist, wurde ein Versuch bei py 4,5 (durch 
einen Essigséureacetatpuffer hergestellt) gemacht. Ein blinder Versuc} 
war hier nicht notwendig, da, wie spater festgestellt, die Wirkung des 
Insulins in saurer und alkalischer Reaktion die gleiche ist. Auch dieser 
Versuch im sauren Milieu war negativ; die Werte waren 0,15 Proz. vor und 
0,09 Proz. nach der Injektion. Im starker alkalischen Milieu bei py 9,! 
ist die Wirkung bereits sehr gering, die Abnahme bewegte sich von 0,15 Proz 
vor der Injektion auf 0,08 Proz. nach derselben. 








Tabelle I. 
Blinder Versuch uns . Mit Kinase 
abhangig von Py , 
Pu vor |) omech Insulin Menge Ss vor~—=—|__onach 
Injektion Injektion Injektion Injektion 
Blutzucker in Proz. Blutzucker in Proz 
9,1 0,16 0,09 Chemosan 10 mg 0,15 0,08 
8.4 615 0.1 Lilly 0,3 cem 0,14 0,06 
8.0 0,15 0,1 Phiag 60 mg 0,14 0,06 
7,8 0,18 0,15 Lilly (alt) 0,2 cem 0,16 0.06 
7.5 0,15 0.1 Phiag 60 mg 0,15 0,05 
Krampife 
7,3 0,16 0,09 Chemosan 1 , 0,14 0.04 
6.0 0,16 0,09 = a 2 0,15 0.095 
45 0,16 0,09 mt ” <« 0,15 0,09 
n/100 : = 
Hcl 0,14 0,08 Phiag 40 , 0,14 0.075 


Aus der Tabelle I ist zu ersehen, da8 das Optimum der Einwirkung 
der Kinase auf das Insulin zwischen py 7,8 und 7,3 liegt. 

Es wurde nun noch nachzusehen versucht, ob in wirksamen Insulin- 
priparaten Kinase nach dem Vorgang von Waldschmidt-Leitz abzutremne: 
méglich ist. Nach demselben wurde der Komplex Enzym—Coenzym 
(Insulin—Kinase) in eigensaurer Lésung mit Torerde als Adsorbens lx 
handelt. Weder das alkalische Eluat aus der Torerde noch die mit Tonerd 
behandelte Fliissigkeit zeigt eine blutzuckerherabsetzende Wirkung. Di 
be'den Trennungsprodukte wieder vereinigt, gaben jedoch ebenfalls kein: 
W _rkung. Es ist daraus zu entnehmen, da8 -wirksame Insulinpréparat: 
durch diese Behandlung zwar zerlegt, jedoch nicht wieder reaktiviert werde: 
kénnen. 
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Der Einflu8 der Ionenreaktion. 


Da bekannt ist, da8B das Wirkungsoptimum der Enzyme von der 
Wasserstoffionenreaktion abhangt, so ist leicht einzusehen, daB es eventuell 
schon geniigt, die py zu andern, um ruhende Enzyme ihre Wirksamkeit 
entfalten zu lassen; doch zeigen schon die rohen Versuche, da8 man ein 
solches im Insulin, welches ja im vivo-Versuch ausgewertet wird, nicht 
ohne weiteres feststellen kann, da einerseits der vivo-Versuch von zu vielen 
Faktoren beeinfluBt wird, andererseits die injizierte Fliissigkeit sich binnen 
vanz kurzer Zeit und noch vor Eintritt der Wirkung an die pq_-Konzentration 
des Kérpers (etwa 7,5) anpaBt. So haben auch die angestellten Versuche 
vezeigt, daB gleiche Mengen Insulin in alkalischer, neutraler oder saurer 
Lésung die gleiche Wirkung hatten, und zwar haben 9mg des Insulins 
Phiag in alkalischer Lésung eine Herabsetzung von 0,17 Proz. auf 0,12, 
in neutraler von 0,15 auf 0,1 Proz., dagegen in saurer Lésung von 0,16 auf 
0,1 Proz. bewirkt. Diese geringen Differenzen in extremen Fallen lassen 
eine weitere Differenzierung und Niiancierung bei dieser Untersuchungs- 
methode nicht zu. 


Versuch mit dem Biokatalysator aus Hefe. 


Da die Darstellungsweise der Kinase eine umstandliche, schwierige 
und vor allem auch kostspielig ist, so wurde Umschau gehalten nach einem 
Ersatzstoff, welcher dieselbe Wirkung zu entfalten vermag und der auch 
leichter zuganglich ist. Vor allem konnten solche in Betracht kommen, 
welche bei dem Zuckerabbau eine Rolle spielen. Beim Suchen nach solchen 
kam uns die Arbeit von H. Haehn und H. Schifferdecker (19) ,,Uber die 
Natur der giarungsenzymaktivierenden Katalysatoren aus Hefesaften‘ 
zustatten. Von den dort angefiihrten Katalysatoren schien derjenige als 
der geeignetste, welcher durch 7stiindiges Kochen des HefepreBsaftes am 
RiickfluB bei eigensaurer Reaktion (py 5,9) gewonnen wurde und welcher 
schon keinerlei coenzymatische Eigenschaften gegeniiber von einwandfrei 
ausgewaschener Acetondauerhefe zeigte. Von diesen ,,Schutzsaft* genannten 
Katalysator nehmen die Autoren an, da® er seiner Herstellungsart nach 
sowohl die von Buchner und Haehn dargestellte Antiprotease als auch das 
Tholinsche Vitamin enthalten diirfte. 

Der Kiirze halber soll der Ausdruck Schutzsaft beibehalten werden, 
obwohl hier nur von der katalytischen Eigenschaft desselben Gebrauch 
gemacht wird. Der Schutzsaft wurde auf folgende Weise gewonnen: 200 g 
mit destilliertem Wasser gewaschene Hefe wurden mit Quarzsand und 
Kieselgur unter Zerstérung der Zellen fein zerrieben und sodann gepreBt. 
Der PreBsaft wurde ausgekocht, filtriert und sodann 8 Stunden am RiickfluB 
gekocht. Die Ausbeute betrug 10 ccm [es l4Bt sich nach M. Jacoby (20), 
wenn mit einer hydraulischen Presse gearbeitet wird, die Ausbeute stark 
vergréBern]. Er zeigte ppg 5,8 und gab weder die Biuret- noch die Glyoxy!- 
siurereaktion, die Xanthoproteinreaktion zweifelhaft, dagegen war die 
Millonsche Reaktion schwach positiv. 

Insulin Chemosan, welches im blinden Versuch eine Herabsetzung 
von 0,15 auf 0,09 Proz. nach der Injektion zeigte, wurde mit 1 ccm. des 
Schutzsaftes bei py 7,8 gemischt und 24 Stunden stehengelassen. Das 
Gemisch hatte injiziert eine sehr starke Wirkung. Der Blutzucker sank 
von 0,13 Proz. vor auf 0,045 Proz. nach der Injektion. Das Tier bekam 
starke Krampfe, die zwar nach einer Zuckerinjektion von 30 ccm 5proz. 
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Lésung voriibergingen, jedoch nach einer Stunde wiederkehrten, so dag 
sich das Tier erst nach einer weiteren Zuckerinjektion beruhigte. Dieser 
Versuch zeigte deutlich, daB der Schutzsaft eine starke aktivierende Wirking 
auf das Insulin auszuiiben vermag. Auch hielt die Wirkung langer an als 
sonst Insulin zu wirken vermag. Noch nach 2 Tagen war der Blutzucker 
des Tieres unternormal (0,08 Proz.); erst am dritten Tage naherte er sic) 
der Norm. Die Wirkung des Pre@saftes kann nur auf eine aktivierend 
bezogen werden, keineswegs wird man darin eine Proteinwirkung erblicken 
kénnen, da der Schutzsaft keine fiir Proteine charakteristische Reaktioney 
gab. Die schwache Millonreaktion ist in dem Falle nur ein Kriterium fiir 
abgebaute EiweiBstoffe bzw. Aminosauren. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB es tatsachlich Substanzen gibt, 
welche inaktives Insulin in aktives iiberfiihren kénnen, woraus weiter 
folgt, daB Insulin praformiert sich im Pankreas befindet, von wo es 
nach Bedarf in entsprechender Menge dem Kérper durch Aktivatoren 
zur Wirkungsentfaltung zugefiihrt wird. Weiter ]4Bt sich daraus jy 
praktischer Hinsicht folgern, daB nur so viel gewonnen werden kann 
als praformiert vorhanden ist, und daB durch Behandlung mit aktivieren- 
den Substanzen alles Vorgebildete nutzbar verwendet werden kann 
In fermentchemischer Hinsicht zeigen die Versuche, daB das Insulin 
zur Entfaltung seiner Wirksamkeit eines weiteren Faktors bedarf. Es 
wirkt also, indem es durch Kinasen aktiviert, den Zucker in eine abbav- 
fahige Form tiberfiihrt, welcher dann durch Oxydationsfermente ode: 
durch anorganische Sauerstoffiibertrager oxydiert wird, doch ist letzterer 
Vorgang ein sekundirer und hat mit der Insulinwirkung nichts Gemein- 
sames. Schittenhelm (21) sieht demgegeniiber das Insulin als Kinase an, 
welche auf ein im Kérper vorhandenes glykolytisches Ferment einwirkt 


Zusemmenfassung, 


Die bisherigen Literaturangaben weisen darauf hin, da8 das Insulin 
im Pankreas zum Teil in inaktiver Form vorliegt, analog wie es bei 
anderen Fermenten in der Form des Proferments der Fall ist. Das 
Coferment, welches zur Aktivierung notwendig ist, kann von vornherein 
dem Insulin als zufalliger Begleiter bei der Darstellung beigemengt 
sein, oder es kann am Verbrauchsort oder auf dem Wege dorthin sich 
demselben zugesellen. 

Die angestellten’ Versuche hatten den Zweck, die Art dieser 
Aktivatoren festzustellen. 

Dabei erwies sich die Oxydase aus den eosinophilen Granulis des 
Blutes als wirksam, dagegen war die Peroxydase, die durch eingreifende 
Verfahren aus Knochenmark hergestellt wurde, unwirksam; ebenso 
die Aldehydase aus der Leber. 

Von den Substanzen, mit denen das Insulin auf dem Wege zu 
seinem Bestimmungsort in Beriihrung kommen kann, erwies sich <i: 
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Kinase aus dem Diinndarm als stark wirksam. Es wurde das Ein- 
wirkungsoptimum der beiden Substanzen mit Py 7,3 bis 7,8 bestimmt. 
Durch Behandlung des Insulins mit Tonerde als Adsorbens kam es 
m einer Aufhebung der Wirkung; das Insulin konnte jedoch durch 
Wicdervereinigung der Trennungsbestandteile nicht wieder aktiviert 
werden. 

Die H-Ionenkonzentration, die sonst bei Enzymen als Aktivator 
eine Rolle spielt, ist bei der Art der Anwendung des Insulins ohne 
Bedeutung, da das Insulin sich sofort nach der Injektion der Kérper- 
reaktion anpaBt. So konnten auch keine Wirkungsunterschiede bei 
mit verschiedenen p,, angestellten Versuchen gefunden werden. 

Bei der Umschau nach leichter zugiinglichen Ersatzstoffen fiir die 
Aktivatoren des Insulins erwiesen sich pflanzliche Oxydase (Tyrosinase) 
und Peroxydase aus Meerrettich als unwirksam. Dagegen zeigte ein 
8 Stunden lang am RiickfluB gekochter HefepreBsaft eine stark akti- 
vierende Wirkung auf das Insulin, welche nicht auf Proteineinflub 
zuriickzufithren ist. 

In praktischer Hinsicht kann man daraus folgern, daB bei der 
Darstellung durch Zusatz eines Aktivators sich die ganze in praformierter 
Form vorhandene Insulinmenge gewinnen lassen muB. In theoretischer 
Hinsicht, daB die Aufgabe des Insulins darin besteht, immer in ent- 
sprechender Menge durch Kinasen aktiviert, den Zucker in eine abbau- 
fahige Form zu iiberfiihren, wihrend es zur weiteren Oxydation des 
Zuckers der Einwirkung des Insulins nicht mehr bedarf. 
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Die interferometrische Methode der Abderhaldenschen Reaktioy 
und interferometrische Analyse fermentativer Prozesse. 


Von 
E. Kaufmann. 
(Aus der medizinischen Universitétsklinik Auvgustahospital, Kéh 


(Eingegangen am 11. August 1926.) 


Mit verschiedenartigen Methoden hat man den Nachweis ferme. 
tativ bedingter Abbauprozesse versucht, deren jede sich zumeist nw 
auf die Feststellung eines einzelnen Teilvcrgangs ihres zeitlichen oder 
zustindlichen Ablaufs bezieht, entsprechend der Charakteristik de: 
gerade angewandten Methode. Die Verbindung mehrerer Methode: 
vermag den Vorgang von verschiedenen Seiten aus zu beleuchten uni 
dadurch die Vieldeutigkeit eines Einzelvorgangs bestimmter zu fassen 
In Modellversuchen kénnen einzelne fiir die Wirkung notwendig er. 
scheinende Faktoren durch solche, die im Reakticnssystem nicht zw 
Geltung gelangen, substituiert werden, und damit ihre obligate Ap. 
wesenheit, gegebenenfalls auch die Spezifitat oder Unspezifitat zw 
Anschauung gebracht werden. Durch solches Vorgehen kénnen anderer. 
seits Fehler und Fehldeutungen vermieden werden. 


Zum Nachweis der fermentativen Proteinolyse ist eine ganze Reile 
von Methoden ausgebaut worden, die einerseits aus der Abrahme des im 
Reaktionssystem anwesender Eiweifgehalts, andererseits aus dem qualita- 
tiven oder quantitativen Nachweis auftretender EiweiSspaltprcdukte direkt 
die Fermentwirkung erschlieBen; daneben sind indirekte Methoden zr 
Anwendung gelangt, die die Veranderung physikalischer Eigenschafte: 
als Kennzeichnung der Fermentwirkung benutzen. Unter ihnen sind di 
optischen Methoden, die hier einer Kritik zu unterziehen sind, zu nenne 
insofern, als sie sich auf den Nachweis von Refraktionsénderungen 4 
Ausdruck und Teilerscheinung des Fermentprozesses griinden. 

Die optischen Verfahren bedienen sich des Refraktometers und Inte! 
ferometers. Bei letzterem bietet auBer der vielfach gréBeren MeBgenaws 
keit auch die Méglichkeit der Differenzmessung in zwei nebeneinandt'- 
geschalteten Kammern besondere Vorziige, weswegen die Interfercmetr: 
als dem Ziele der folgenden Untersuchung besonders entgegenkommen: 
Methode herangezogen wurde. Die mit ihr gewonnenen Resultate |asse! 
sich prinzipiell auf die Refraktometrie iibertragen. 

Grundsétzlich bestehen drei Méglichkeiten der Versuchsanordnw: 
des Reaktionssystems: 
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|. Die Fermentwirkung wird durch Nachweis der Aujlésung eines 
jesten Substrats und dem Ubertritt von gelésten Substratanteilen, oder durch 
den Nachweis der aus der Aufspaltung des SubstrateiweiBes entstehenden 
Abbauprodukte mit direkten und indirekten Methoden zur Anschauung 
gebracht (sogenanntes makroheterogenes System). 

2. Die Fermentlésung wird dem kolloiddispersen Substrateiweif zu- 
gesetzt, und das Auftreten von aus dem EjiweiBzerfall herstammenden 
Spalistiicken und hochdispersen Baustoffen direkt oder indirekt nachgewiesen 
(mikroheterogenes System). 

3. Den Ubergang zwischen beiden Verfahren bildet die Einfiihrung 
einer grobdispersen, makroskopisch getriibt oder geflockt erscheinenden 
Substratlésung (halbmikroheterogenes System). Auch hierbei kann die 
Fermentwirkung direkt oder indirekt zur Darstellung gelangen. 

Hierzu ist folgendes zu bemerken: 

Zu 1. Die Auflésung des — immer vorausgesetzt brauchbaren — 
Substrats kann sowohl durch einfache Peptisierung als auch durch Proteolyse 
bewirkt werden. Die Spezifitét oder Unspezifitét letzterer resultiert 
erst aus der Empirie ausgedehnter Reihen- und Serienversuche. Die 
Frage nach der Herkunft etwa auftretender niederer EiweiBbausteine 
hat zu trennen zwischen Entstehung aus dem Substrat und der Ferment- 
lésung, falls beide EiweiSkérper enthalten, d.h. also, wenn die nach- 
zuweisenden Fermente in einer Eiwei®lésung, z. B. im Serum, enthalten 
sind oder gesucht werden. Im letzteren Falle kann es sich um Autolyse 
handeln. 

Zu 2. Die Spezifitat der Reaktion resultiert auch hier aus dem eindeutig 
determinierten Effekt in Reihen-, Serien- und Kontrollversuehen. Als 
Ursprungsstatte neugebildeter Abbauprodukte ist auch zwischen Substrat- 
und Fermentlésung zu scheiden, falls beide EiweiBlésungen sind. 

Zu 3. Es gelten teils die zu 1, teils die zu 2 festgelegten Gesichtspunkte. 

Aus dem Gesagten geht bereits hervor, da8 zumeist nur die Anwendung 
von mindestens zwei, besser noch mehr Methoden zu verwertbaren Resultaten 
fihren kann, da sie verschiedene AuBerungen eines Gesamtvorgangs 
analysieren und sich wechselseitig kontrollieren. Die interferometrische 
Methode vermag sich aller drei Anordnungen zu bedienen. Sie besitzt 
groBe Empfindlichkeit und hohe MeBgenauigkeit. Der mit ihr erzielte 
Ausschlag oder Effekt kann sich kundgeben in einer Vermehrung, Ver- 
minderung, jedoch auch im Konstantbleiben (d.h. praktisch fehlender 
Effekt) des Refraktionswertes. Eine methodologische Untersuchung iiber 
die méglichen Ursachen fiir das Zustandekommen von Refraktions- 
anderungen iiberhaupt mu8 deswegen vorangeschickt werden. 


I, Die interferometrische Methode (Prinzip und Handhabung). 


Beim Refraktometer wird der Grenzwinkel der totalen Refraktion als 
Ausdruck einer gesetzmaBigen Beziehung zum Brechungsvermégen der zu 
untersuchenden Lésung direkt gemessen und in Gestalt der Lichtschatten- 
grenze auf der Skala des Apparats abgelesen. Das Fliissigkeitsinterferometer, 
das von Léwe nach dem Rayleighschen Prinzip gebaut ist, benutzt eine 
Differenzmethode, um geringste Konzentrationsénderungen im Vergleich 
mit einer Standardlésung zu messen'). 


1) Eine genaue Beschreibung der Apparatur und Methode kann hier 
unterbleiben. Sie findet sich in der angegebenen Literatur. 
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Die Fehlerbreite bei dem von mir verwandten Interferometer (Nr. 17 403 
betragt fiir die 1-mm-Kammer np = + 0,0000087, fiir die 5-mm-Kammer 
+ 0,000 00019. Die Genauigkeit des Eintauchrefraktometers betrig; 
+ 0,000037, bei Dispersions- und Differenzmessungen 0,000 01 bis 0,000 02 
Demnach ist unsere l-mm-Kammer vierfach, die 5-mm-Kammer etwa 
18fach genauer (Einzelheiten erste Mitteilung). 

Die ermittelten Zahlen entsprechen der Anderung des Brechungs. 
koeffizienten bei Verschiebung um einen Trommelteil des benutzten Inter. 
ferometers, erméglichen also allein noch keine Bewertung des Apparats, 
da die Méglichkeit kleiner Ablese- oder MeBfehler besteht. GréBere Schwiecrig. 
keit bietet vor allem die Auswahl und Erkennung des richtigen Streifen. 
paares. Auf die Méglichkeit der Streifenverwechslung ist von verschiedenen 
Seiten (Dérr und Berger, Hirsch, Langenstrahs, Léwe, Marc, Schmeel) hin. 
gewiesen worden. Diese macht sich vorwiegend bei Ausmessung kolloicaler 
Lésungen gegen kristalloide Vergleichslésung oder Wasser geltend und 
kommt, soweit es sich im folgenden um Differenzmessungen nahezu gleich. 
artig beschaffener Fliissigkeiten handelt, auBer Betracht. Ursache dieser 
Perioden, d.h. des sprungartigen Vorriickens der Einstellung um ein 
Streifenpaar bei gleichmaéBiger Konzentrationszunahme, suchen Gans und 
Bose in der verschiedenen Dispersion des Kolloids auf der einen und des 
Kompensators auf der anderen Kammerseite. Wie ich an anderer Stell 
ausgefiihrt, scheint das Zustandekommen der Marcschen Perioden durch 
Inkohirenz des Lichtes bei Durchgang durch verschieden disperse Medien 
bewirkt zu werden. Hirsch verwertet die farbigen Randsaiume zur richtigen 
Ablesung, Marc das Symptom des sich Auseinanderziehens falscher bunter 
Streifenrander beim Hin- und Herbewegen des Auges vor dem Okular 
Ich selbst benutzte, wie a. a. O. ausgefiihrt, die Bestimmung mebhrerer 
Streifenpaare manchmal zur Kontrolle der Ablesung. 

Exakte interferometrische Messungen haben zur Voraussetzung die 
Benutzung monochromatischen Lichtes von bestimmter Wellenlange, 
gleichmaBigen Druck und Temperatur, durch welche der Brechungsquotient 
beeinfluBt wird. Gerade der Einflu8B der Temperatur bedingt einen wesent- 
lichen Ausschlag, der staérker ist als beispielsweise der des spezifischen 
Gewichts. AuBerdem verursacht der Verdunstungsfaktor Schwankungen, 
die abhangig sind vom prozentualen Verdunstungsbetrag — _ verschieden 
je nach verdunstender Oberflache (KammergréBe) und Konzentration der 
untersuchten Lésung, Luttfeuchtigkeit, Luftbewegung und  Auben- 
temperatur — als auch von der Wasserdifferenz, d.h. dem Unterschied 
im H,O-Gehalt beider Kammerseiten. 

Bei Differenzbestimmungen nahezu gleich konzentrierter und _ be- 
schaffener Lésungen in beiden Kammern, um die es sich bei den folgenden 
Untersuchungen zumeist handelt, erfordern diese Faktoren keine Beriick- 
sichtigung. 

Il, Die Refraktion von Mischungen. 


Der Brechungskoeffizient einer Fliissigkeit ist das Verbialtnis der 
Lichtbrechung zwischen dieser und Luft (relativer Brechungskoeffizient) 
Physikalisch ist streng genommen nur die Reduktion auf den luftleere: 
Raum angangig (absoluter Brechungskoeffizient). Im Vergleich zu diesem 
= 1 ist die Lichtbrechung der Luft dann 1,000 29, fiir unsere Zwecke, w’ 
stets die Refraktion von Fliissigkeiten bestimmt wird, zu vernachlassigen 
Die Brechung einer Fliissigkeit hingt ab von der Lichtgeschwindigke' 
durchfallender Strahlen. Im optisch dichteren Medium ist die Licht- 
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geschwindigkeit geringer und ebenso umgekehrt. Bei Anderung der Fort- 
pilanzungsgeschwindigkeit c dndert sich proportional auch die Wellen- 


\inge 7, 80 daB die Schwingungszahl v konstant bleibt (c = v) - Auch die 


Dispersion des Lichtes, verursacht durch das Mitschwingen der Molekiile, 
ist von EinfluB auf die Brechung. Die Dichte (oder spezifisches Gewicht = d) 
einer Flissigkeit ist gesetzmaiBig mit ihrem Brechungsexponenten (n) 
verkniipft. Mit wachsender Dichte nimmt auch der Brechungsindex zu. 
Fir die GesetzmaBigkeit der Beziehung zwischen Dichte und Brechung 
sind eine Reihe von Formeln, unabhingig von Temperatur und Druck 
giiltig, aufgestellt worden (Newton, Gladstone, Dale). Empirisch gut be- 
statigt ist die Lorentz-Lorenzsche Forme : 

n?—1 1 

n® + 2d" 

Die spezifische Refraktion R ist eine dem betreffenden Stoffe zu- 
kommende, unverainderliche Funktion. Das Produkt dieser spezifischen 
Refraktion R und des Molekulargewichts M bildet die Molekular- 
refraktion M R. 


n?*—1 M 
ME = nti 2°d- 


Diese ist hauptséchlich abhangig von der Art der gelésten Molekiile 
und setzt sich praktisch zusammen aus der Summe der Einzelrefraktionen 
der Atome. Ausnahmen kommen vor. Insofern, als eine Lésung bereits 
eine Mischung von Lésungsmittel und geléster Substanz bildet, kommen 
fiir diese, insbesondere aber fiir Mischungen verschiedener Fliissigkeiten, 
Finfliisse zur Geltung, die mit der besonderen Natur der Lésung und des 
Gemisches zusammenhiangen. Die Dissoziation beeinfluBt den Brechungs- 
quotienten insofern, als die freien Ionen ein gréBeres Brechungsvermédgen 
als im nichtdissoziierten Molekiil besitzen, z. B. H’ > H in H,O. Auch die 
Art der Bindung von Atomen (Doppelbindungen usw.), die Hydratation, 
Polymerisation, Kondensation und die Bildung von Molekiil- und Micellen- 
aggregaten ist nicht bedeutungslos. Diese Faktoren sind beispielsweis> 
zur Analyse organischer Substanzen (Ringbildungen heterozyklischer 
Systeme, Verkettung von Aminoséuren) herangezogen worden. Hirsch hat, 
ebenfalls interferometrisch, den Einflu8 der Aufnahme von Hydratwasser 
bei der hydrolytischen Spaltung von Dipeptiden auf das Brechungsvermdégen 
untersucht und bei verschiedenen Dipeptiden einen gleichméBigen Wert 
(J. W.) als Ausdruck der Brechungszunahme gefunden. 

Bei der Refraktion von Gemischen liegen die Verhaltnisse schwieriger 
als bei einfachen Substanzen. Insofern die Brechungsvermehrung eines 
Stoffes refraktometrisch aus dem Grenzwinkel seiner totalen Reflexion 
bzw. durch den Brechungswinke] bei streifender Incidenz, die eine Funktion 
der optischen Lichtbrechung darstellen, interferometrisch aber aus den 
Wellenlangen des Lichtes bei Durchgang durch zwei Kammern mittels 
einer Nullmethode, in allen Fallen also aus dem Verhaltnis zweier Licht- 
geschwindigkeiten ermittelt werden, gilt das im folgenden Gesagte fiir 
beide Methoden. Der EinfluB verschiedener Wellenlangen, bei der ersteren 
Natrium- oder achromatisiertes Tageslicht, bei letzterer das Licht einer 
Osrambirne, tritt beim Vergleich der mit beiden Methoden gefundenen 
Brechungsindices in Erscheinung. Die hieraus sich ergebenden Ab- 
weichungen sind praktisch geringfiigig. 
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Die spezifische Refraktion echter Gemische, insbesondere der Misc hun. 
gen von Fliissigkeiten, 14Bt sich additiv aus den Einzelrefraktionen und dep 
zur Mischung gelangenden Voluminis berechnen. Genaue Untersuchungen 
von physikalischer Seite haben gezeigt, daB die Annéherung der theoret isch 
gefolgerten an die empirisch gefundenen Werte so groB ist, daB brauchihare 
praktische Resultate erzielt werden. Das Fehlen einer absoluten Uber. 
einstimmung und absoluten Giiltigkeit des Mischungsgesetzes wird erklar; 
durch eine Anzahl physikalischer Vorgiinge, die beim Mischen statthabey 
kénnen. Bei Substanzen, die eine chemische Reaktion, wie z. B. Sub. 
stitution, Oxydation, Reduktion als auch Salzbildung aus Basen wd 
Saéuren, um nur die einfachsten zu nennen, eingehen, die also keine 
Mischungen darstellen, wie das hinsichtlich der Salzbildung bei der 
Reaktion HCl + KOH = KCl + H,O zutrifft, zeigen sich starke Ab. 
weichungen vom additiven Verhalten. Diese sind zuriickzufiihren au; 
Volumanderungen (Kontraktion und Dilatation) und_ entsprechende 
Anderungen von spezifischem Gewicht, Druck und Dissoziation beim 
Lésungsvorgang. Bei echten Gemischen sind diese Faktoren nicht von 
Bedeutung, so daB das Mischungsgesetz Anwendung finden kann. Mischun. 
gen von KCl- und NaCl-Lésungen, die stark dissoziiert sind, verhalten 
sich in hohen Konzentrationen fast genau additiv. Auch Verdiinnungs. 
kurven des normalen, mit physiologischen Lésungen verdiinnten Serums 
zeigen Ubereinstimmung der gefundenen mit den berechneten Werten 
Auf die Wiedergabe kann der Kiirze halber verzichtet werden. Die 
»physiologischen“ Salzlésungen scheinen dem normalen Blutserum bzw. 
-plasma gegeniiber neutraleres Verhalten zu zeigen als Wasser, welches fiir 
dessen feinere Zusammensetzung nicht ganz so indifferent ist, wie jene. 
Unter Anwendung genau isotonischer, gut aquilibrierter Salzlésungen, wie 
sie allein aus spater zu erérternden Griinden in Frage kommen, sind die 
Primissen einer echten Mischung praktisch gegeben. Bei pathologischen 
Seren aber ist dies Verhalten weniger ausgesprochen, worauf ja gewisse 
unspezifische Kolloid- oder Labilreaktionen beruhen. 

Aus der Kenntnis der Refraktion der einzelnen Lésungen N, und \, 
kann daher die Refraktion der Mischung N berechnet werden, wenn man 
die Einzelvolumina v, und v, kennt und nach erfolgtem Temperatur- und 


Druckausgleich keine Volumenanderung stattgehabt hat, was pyknometrisch | 


festzustellen ist. Dei Mischungsgesetz liegt die Formel zugrunde 
R, . ve, +N,.¥, = N. (ry, + Uq). 
Hieraus ergibt sich 
(My - Yr) + (Ms - M9) 
V+ % : 


woraus auch bei Unbekanntheit einer GréBe diese aus den tibrigen berechnet 
werden kann. Q ist in dieser Gleichung der um 1, d.h. um die Einheit 
von Luft bzw. luftleerem Raum verminderte Brechungsindex N — |, 
kurz der Brechungszuwachs. Pulfrich hat diesen Brechungszuwachs der Be- 
rechnung von Volumenanderungen zugrunde gelegt. Es ist nicht angebracht 
und auch weniger genau, statt J die Skalenteile des Refraktometers, die 
keine strenge Kongruenz mit dieser besagten Brechungsvermehrung aui- 
weisen, wie friiher gezeigt worden ist (erste Mitteilung, S. 420 bis 425), der 
Mischungsformel zugrunde zu legen. Bei der interferometrischen Methode 
entsprechen unter Verwendung von Aqua dest. als Standardfliissigkeit «ie 
gefundenen J. W. dem umden Wasserwert (1,333 32) verminderten Brechungs- 
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quotienten bei linearem Verlauf bzw. linearem Ausgleich der Interfero- 
meterkurve und kénnen in die Gleichung an Stelle von N,, N, und N treten, 
wodureh sich die Ausrechnung sehr vereinfacht. 

Bei Mischungen von Fliissigkeiten und Lésungen, die miteinander 
hemisch reagieren, ist nach dem Gesagten eine quantitative Analyse 
shwierig. Bei biologischen wie den Immunitatsreaktionen hat die Inter- 
ferometrie nur den Wert einer qualitativen Methode, aber auch nur dann, 
wenn eine Erhéhung oder Erniedrigung der Brechung, nicht aber Gleich- 
bleiben zur Feststellung gelangt (s. auch Dérr und Berger), was zum Teil 
wiederum aus der Wahl der unter | bis 3 beschriebenen Reaktionssysteme 
sich ergibt. 


Ill. Die Refraktion bei fermentativer Eiwei8spaltung. 


Obermeyer und Pick fanden fiir die Refraktion bei Ferment- 
einwirkung in der Tat alle drei méglichen Formen der Brechungsanderung, 
yeringe Zunahme bei Trypsin, Gleichbleiben bei Pepsin und Abnahme bei 
bakteriellen Prozessen. Demgegeniiber hat Hirsch auch bei Pepsinverdauung 
nterferometrisch in Untersuchungen mit monochromatischem Licht 
Refraktionserhéhung festgestellt. Dérr und Berger fanden bei der Trypsin- 
verdauung von Eiwei8 nur geringe Refraktionszunahme. 

Zu den proteolytischen Fermenten gehéren die Immunofermente. 
Pieiffer und Mita stellten beim Studium der Anaphylaxie an Meerschwein- 
chen, die durch Antigeninjektionen anaphylaktisch gemacht wurden fest, 
da8 deren Serum mit Antigenserum der Vorbehandlung im Reagenzglase zum 
Auftreten Biuretreaktion gebender Spaltprodukte fiihrte, ohne; daB sie 
diesen Vorgang als spezifisch bezeichneten. Sachs vertritt die Auffassung, 
da8 es sich dabei um eine spezifisch ausgeléste, aber unspezifische Serum- 
autolyse handelt. Gleichzeitig und unabhaéngig von Pfeiffer und Mita 
gelangte Abderhalden zum Nachweis von Abwehrfermenten. Nach seiner 
Lehre, in deren Mittelpunkt die spezifische Schwangerschaftsreaktion steht, 
sind diese Fermente streng spezifisch eingestellt, wofiir bisher ein sicherer 
Beweis noch nicht erbracht wurde. Kupelwieser und seine Mitarbeiter 
Wastl, Navratil und Wertheim fanden unter Anwendung der refrakto- 
metrischen Methode von Pregl und de Crinis keine Refraktionsvermehrung 
bei Zusatz des koagulierten Trockenproteins aus Antigenserum zu Immun- 
serum — als Kennzeichen fermentativer Spaltung des AntigeneiweiBes. 
Wenn hierbei durch die Préparation des letzteren zu einem Trockenpraparat 
méglicherweise der Charakter der Antigen-Immunserumreaktion gestért 
st, so ist nach den im folgenden zu beschreibenden Versuchen mit einem 
positiven Refraktionsaucfall solcher Versuche im mikroheterogenen System 
nicht zu rechnen. 

Auch die Mikro-Abderhaldenreaktion zum Schwangerschaftsnachweis 
unter Anwendung der gleichen Methode fiihrte Kupelwieser nicht zu positiven, 
als Ausdruck der Fermentwirkung zu deutenden Ergebnissen. Dasselbe 
negative Resultat hatte auch Serejski bei gleichzeitiger Anwendung der 
Mikroabderhaldenreaktion und der chemischen Methode von Bach zum 
Nachweis von Spaltprodukten. Mehrfach hat Abderhalden auf die nahe 
Beziehung seiner Abbaufermente zu den Immunofermenten und den Immu- 
nitétsreaktionen hingewiesen. Dérr, sowie Dérr und Berger zeigten fiir den 
Vorgang der Immunprizipitation, daB die erste Phase dieser bis zum Auf- 
treten der Flockung im Gegensatz zu den Angaben von Hirsch und Langen- 
#rass nicht von Refraktionsausschlagen begleitet ist. Dasselbe fanden auch 
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212 E. Kaufmann : 


Bachmann u. a. fiir die erste Phase der Wassermannschen und iibrigen 
Luesreaktionen. Gleiches gilt fiir die spezifische Agglutination und Toxin. 
Antitoxinbindung. Es wundert dies nicht, wenn man beriicksichtigt, dag 
der EinfluB von Anderungen des Dispersitadtsgrades auf die optische Dich 
im Verhdltnis zu dem geringer chemischer Umsetzungen dufBerst klein ix 


IV. Interferometrische Analyse von Fermentwirkungen. 
1. Im makro-heterogenen System. 


In diesem Abschnitt wird nur die interferometrische Methode der 
A.R. nach Hirsch einer Priifung unterzogen, und zwar hinsichtlich 
der Brauchbarkeit der Organtrockenpriparate als auch der Zuverlassig. 
keit der Versuchsanordnung. Peptische und proteolytische Ferment. 
wirkungen gelangen im makroheterogenen System nicht zur Unter. 
suchung, da sie bereits vielfach solcher unterzogen wurden und 
bekanntlich starke Brechungserhéhung durch Substratverdauwung be. 
wirken. 


Technik der Versuche. Die Blutentnahme erfolgt morgens und, um die 
Einwirkung von Verdauungsfermenten und Muskelbewegung, die nach 
Angabe von Venulet zur Auswirkung kommen, auszuschalten, soweit als 
tunlich am niichternen, ruhenden Menschen aus der Cubitalvene unte 
strenger Asepsis. Wenige Kubikzentimeter Blut erwiesen sich ausreichend 
Nach Gewinnung eines klaren, nicht chylushaltigen oder hamolytischen, 
sowie kérperchenfreien Serums wurde dieses noch am gleichen Tage an. 
gesetzt. Der anfangliche Zusatz von Vucin in bekannter Weise) unterblieb 
spiter ohne Beeintrachtigung der Versuche. Die Sterilitét der Proben 
wurde durch Ausstrich auf Schragagar kontrolliert. 

Jedes Serum wurde dreifach angesetzt in kleinen, etwa 0,8 ccm 
fassenden Spitzréhrchen, am besten aus Jenaer Glas, deren offener Teil 
einen ausgebértelten Rand trégt. Eins dieser Glaschem wurde unter asep- 
tischen Kautelen mit dem Inhalt eines bestimmten Orgaipraparats (Opzime 
»,Pharmagans“) beschickt, aile drei alsdann nach der Vorschrift von Hirsch 
mit 0,5 ccm sterilem Serum gefiillt und mit Gummikappen, wie sie bei der 
Insulinpackung Verwendung finden, luftdicht, verdunstungssicher und 
infolge des ausgebértelten Randes festsitzend verschlossen. Die Serum- 
substratprobe sowie eine Serumkontrolle kamen 24 Stunden in den Thermo. 
staten bei 37°C, die weitere Kontrolle wurde ebensolange im Eisschrank 
bei etwa 8°C aufbewahrt. 

Nach Ablauf von 24 Stunden wurden sémtliche drei Proben derartig 
interferometrisch gemessen, daB die Serumsubstratprobe, danach die im 
Eisschrank untergebrachte Kontrolle in der linken Kammer, die Brut- 
schrankkontrolle jedoch stets in der rechten Kammer zur Ausmessung 
gelangten. Demnach diente diese letztere gleichsam als Vergleichsfliissigkeit. 
Die Messung geschah sowohl in der Mikro- als auch 5-mm-Kammer, ohne 
daB dazu eine Uberfiihrung erforderlich ware, da bekanntlich nach erfolgter 
Bestimmung der T.T.-Differenz in der letzteren mit dem Einsetzen der 
planparallelen Glasplatte die 1-mm-Kammer hergestellt ist. Die im folgenden 


1) Einzelheiten der Methodik sind wiederholt beschrieben worden, ilire 
Wiedergabe kann hier unterbleiben. 
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angegebene T.T.-Erhéhung bezieht sich also stets auf die Differenz- 
bestimmung der Substrat- gegen die Serumprobe. Nur in Tabelle V ist 
auch die Brechungszunahme bei Aufbewahrung im Thermostaten mit 
eingefiigt. Die doppelte Ansetzung als auch verschiedene Aufbewahrung 
der Kontrollen erméglichte, den Ausfall der Agarkulturen zu sichern und 
die durch Warmeeinflu8 erzeugten optischen Veranderungen darzustellen. 

Die simultane Verwendung der 5-mm-Kammer verbiirgte eine fiinf- 
fache Genauigkeit als auch die Verwechslung von Streifenpaaren bei der 
|-mm-Kammer mit Sicherheit auszuschlieBen, was um so wichtiger war, 
als die unter Anwendung dieser Kammer zutage tretenden Brechungs- 
zunahmen nahezu den Wert eines Streifenpaares betrugen. Die bei kolloiden 
Lésungen, wie bereits erértert, erschwerte Wahl des richtigen Streifen- 
paares machte bei den geringen Konzentrationsdifferenzen beider ver- 
glichener Fliissigkeiten keine Schwierigkeiten, auch die Abhangigkeit von 
iuBeren physikalischen Faktoren war infolgedessen praktisch ohne Belang. 
Die Messung verdiinnter Sera in 5mm Schicht bot nur gelegentlich infolge 
Triibung des Substratserumgemisches .Schwierigkeiten. Diese Triibungen 
waren jecoch nicht Folge einer Infektion. Die Wiedergabe der mit der 
groBeren Kammer ermittelten Werte, die mit den tibrigen im Verhaltnis 
der KammergréBen gut iibereinstimmten, kann der Kiirze und Meidung 
von Wiederholung wegen fortgelassen werden. Da sich die iibrigen Unter- 
sucher der Mikromethode bedienten, ist die Angabe der mit dieser ge- 
fundenen Werte auch hier geboten. 


Tabelle I gibt die Resultate von 43 Untersuchungen mit der 
angegebenen Methode wieder bei Verwendung von Placentasubstrat. 
Die Serumsubstratproben zeigen eine durchschnittliche Dichtezunahme 














Tabelle I. 

Nr. Diagnose be Nr. . Diagnose ay - 
Cee («6 ste. 6 25 it ane 5 3s oe 5 22 
2. eerie we OS eg ete ‘| 14 24. a ee ae So ee 28 
3. Meee oe Ee ee ee | 8 | 26. ee Gee oe 13 
4, ge Ce | 23 26. ea 6 ae 
5. eer: | eee a »  VITI-IX Lues. | 27 
6. » WER Vas ss « TB 28. “he See 
7. » wo Mapwwee ow of 29. sae aie e ee 
8, See SS 30. | Gynakol. Erkr. .... 8 
9. ‘ae Mee | 23 31. Ps ‘ ees 
10. Se, 2 erere ae 15 32, | Mitralinsuff....... 20 
> Perret 6hlU NG! UT! lL eee 17 
12. .- oo Vere i Se 34, Polyarthritris + ‘Kite a oe 
13. » » VITI-IxX | 29 35. Tbe. pulmon. .... . 6 
14. Sere BEE te eo grs 14 | 36. Multiple Skler. .... 7 
15. Ss: eee | 21 Fe ee 12 
16, a ae 22s | 18 38. | Epilepsie ......-.- 38 
7. Se ) ae | 19 a | Geom We te 28 
18, eee Oe Se 10 | 40. e “ae ae el | 33 
19, a ae Fs 26 | 41. . «+ 6.0 «8 27 
20. » » LX-X 26 | 42. mM ae at's os ee 24 
21, | = aa 27 43, ». er oe 22 
22. a Cae eae ree a 25 
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von 19,9T.T. gegeniiber dem Serum allein, wobei kein Untersehied 
zwischen Schwangeren der letzten 5 Monate, inneren Kranken und Gesu ndey 
beiderlei Geschlechts feststellbar waren. Auch entsprechende Versuch, 
mit Ovarium zeigten dieses und zumeist iibereinstimmende Ergebnisy 
(Tabelle IT). 








Tabelle II. 
Serum von | _ Plecenta Ovar __] Serum von __ Pleemts snk Ov ar 
Geavide | T. T..Zunahme Gravide T.T.-Zunahme 
K.@. 26 35 LH, 28 25 
A.O. 27 30 H.S. 33 33 


Die Abgabe léslicher Substanzen seitens der Versuchsglaschen und 
Gummikappen kann als Ursache der Refraktionserhéhung ausgeschlosse: 
werden, da bei sorgfaltiger Innehaltung aller Vorschriften auBerdem nicht 
einzusehen wire, warum zwischen Substratserum und Serum alsdam 
standig eine in einer Richtung verlaufende Konzentrationsdifferenz vor 
handen sein sollte. Das gleiche gilt auch fiir etwaige Verdunstungsfehler. 
die bei der Art der Versuchsanordnung — GummiverschluB, Umschiittel; 
vor der Messung — auch nicht méglich sein konnten. Bakteriologisch: 
Zersetzung wurde durch bakteriologische Kontrolle ausgeschlossen. Di 
Refraktionserhéhung muB demnach auf die Anwesenheit von Substrat im 
Serum zuriickgefiihrt werden. 

Die einfachste Erklarung basiert auf der Méglichkeit spontaner 
Substratlésung. Bei entsprechender Behandlung  verschiedenster 
Substrate, wie Placenta, Ovarium, Testikel, tuberkulése und normale 
Lunge, Leber, Milz, Tuberkelbazillen mit physiologischer Kochsalz. 
lésung ergaben sich Erhéhwngen, die den Wert von 5 7. T.. nicht iiber- 
schritten. Das gleiche war auch fiir Serum-Ultrafiltrate, 6 proz. Gummi- 
arabikumlésung und wasserfreies Glycerin nachweisbar. Ein Beispie! 
eines solchen Versuchs mit Lymphdriisen bietet Tabelle III. Zum 
Vergleich dienen entsprechende Versuche mit einem schwerléslichen 
Skleroprotein (Kollagen Kahlbaum), wobei ein deutlicher Konzentrations- 
zuwachs festzustellen war. Im selben Sinne war der Ausfall der Sulfo- 
salicylsiure- und Trichloressigsiureprobe. Bei Durchsicht dieser 
Tabelle ist zu beachten, daB reines Glycerin an sich bereits mit beiden 
EiweiBreagenzien starke Opaleszenz gab. Eine Substratquellung 
wurde durch ein noch spiter zu schilderndes Verfahren ausgescha!tet, 
da teilweise konzentrierte Lésungen verwandt wurden (Gummi und 
Glycerin), die auf diesem Wege bereits Konzentrationserhéhung be- 
dingen konnten. 


Als Ursache der ermittelten Brechungszunahme und als Fehlerquelle 


kam noch in Betracht eine durch Quellung des Trockensubstrats bedingt« 
Anderung des Serums sowohl hinsichtlich Konzentrierung als auch Aus- 
lésung von Autolyse und anderen physikalisch-chemischen Prozessen 
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Tabelle I1I. 





Art des Substrats (5mg auf 0,5 ccm) 


L Lungenly mphdriise Collagen 
Art des Lésungsmittels Evweiproben® ) Eiweifiproben®) 
a vor nech Pn __vor nach 
FUME | -24Std. Aufbew.  ™"8 | 24Std. Aufbew. 
bei 37° C bei 37° C 
|, Inaktiviertes eiweiBfreies Nor- 
malpferdeserum . . 0 klar | klar ? Sp. ~ 
2 Inaktiviertes eiweiBfrei s1€8 Nor. 
malmenschenserum . . : +6/Tr.? | Tr.? + 56 + + 
3, Serumultrafiltrat (Mensch) . ‘ 0 klar klar + 27 + ++ 
. lsoviseom 6proz. Gummi-arabi- 
cum-Lésung......... 2 kiar| klar +32) — Sp. 
. Glyeerin, wasserfrei <2 ee As + 2 st. Op.st.Op. + 18 + - 
6, 09 proz, NaCl-Kontrolle. .. —I1 klar klar +34 = Sp. + 
7. H,O-Kontrolle ....... — — — + 44 — + 


° , eae und Trichloressigsaureprobe : 
Triibung, st. Op. = starke Opaleszenz, Sp. Spur Faliung, + = Fallung, ++ = deut- 


ihe Fallung. 


Das Substrat konnte durch Kontakt und Oberflachenentfaltung Einflu8 
haben. Eine Adsorptionswirkung muBte dagegen entgegengesetzten EinfluB 
iuf die optische Dichte besitzen. Erst die Ausschaltung aller dieser Faktoren 
konnte einen Einblick in die Beziehung zwischen Substrat und Serum und 
hres Verhaltens zum Brechungsindex bringen, was jedoch praktisch nicht 
lurchzufiihren ist. 

Es wurde deswegen zuniichst getrachtet, durch Anderung von 
Kinwirkungsdauer und Substratmenge Licht auf den Vorgang zu werfen. 
Tabelle ITV zeigt den EinfluB der Zeitdauer und am SchluB die ge- 


Tabelle IV. 











Deuer T. T.»-Zunahme Dauer TT -Zunahme Deuer T. T..-Zunahme 
a. 2 ‘ “« _” Vee? Par Beutoche. . i ee 
Autout. + —. aie ha. + Serum son, Astat. + eoees Kontrolle 

Stan. Stdn. Stdn. 

12 18 4 24 20 4 48 23 0 
20 8 22 — 29 0 
19 2 36 28 4 24 — 4! 
5 6 29 0 27 0 
24 15 4 18 4 31 — 
10 5 13 l 28 —_ 
11 4 26 3 
16 3 27 2 Mittelwerte : 
14 3 28 4 12 15.5 5 
22 2 33 2 24 17,5 4 
14 7 27 0 36 25.4 2,2 
24 ~- 48 24 6 48 28.6 1 
25 4 27 2 
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fundenen Mittelwerte, aus denen hervorgeht, daB eine merklich 
weitere Dichtezunahme noch zwischen 24 und 36 Stunden besteht, dj 
nach weiteren 12 bis zu 48 Stunden nur gering ist. Auf Grund de 
nachfolgenden Versuche, in denen die Substratquellung analysiert wy 
von der EinfluBnahme auf die optische Anderung im Reaktionssystem 
ausgeschlossen wird, ist diese Zunahme zum Teil auf eine Reaktjo, 
zwischen Substrat und Serum zuriickzufiihren. Die Frage jedoch, welcher 
Natur diese ist, bleibt allerdings damit noch unbeantwortet. In ahp. 
licher Weise ist auch die Variation der Mengenverhiltnisse von Substrat 
und Serum, die durch Abstufung der Substratmenge erreicht wurde, 
von Effekt auf den Dichtezuwachs bei 24stiindiger Bebriituny. 
Tabelle V demonstriert, daB dieser Effekt immer zugunsten der gréBeren 





Tabelle V. 
Graviden-Serum Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8 Mittel 
Menge - wanes T.T. | T.T.| 7.7.) TT.) TT.) TT.) TT. | TT. | TT oZunebne 
Placenta 0.00258 | 15 — —,—, — — —/| — — 
Pi 0,005 24 | 28 31 38 13 27 28 33 273), 
0,007 | — | — | % | — la | oe ko 
0,01 — | 32 | —| 77 | 48 | @ | 47 | 44H} 511, 


Substratmenge bei Anwendung desselben Serums beobachtet wird. 
Auch hier zeigt sich bei Ausschaltung der spiter studierten Substrat- 
quellung und der durch sie bedingten Konzentrierung nach ungefahrem 
Abzug ihres Anteils noch ein Uberschu8 von Refraktionserhéhung, der 
auf eine Reaktion zwischen Substrat und Serum hinweist. Die Anzabh! 
der Versuche ist allerdings gering, erweist jedoch, daB durch Ver. 
laingerung der Einwirkungsdauer iiber 24 Stunden und Verdoppelung der 
von Hirsch geforderten Substratmenge, das Reaktionsoptimum noch 
keineswegs iiberschritten ist. Dieser Nachweis widerspricht nicht unseren 
Auffassungen und Kenntnissen von fermentativen Prozessen, ist aber 
auch nicht ein geniigendes Merkmal zur Identifizierung des Vorgangs 
mit solchen. 

Es bleibt somit noch festzustellen, in welcher Weise Zusatz von 
Trockensubstratpulver, im engeren quellbaren oder bereits gequollenen 
Substratteilchen einfluBgebend auf den physikalisch-chemischen Zu- 
stand des Serums ist. Die Verinderung der Refraktion durch Adsorption 
von Serumbestandteilen an das Substrat kann nicht isoliert bestimmt 
werden, da Substratauflésung und Abbau gegensinnig, d. h. erhéhend, 
einwirken und den Adsorptionseffekt aufheben. Versuche mit fein- 
suspendierter Kohle und Kaolin (Merck), bei denen diese Faktoren, 
falls die Pulver chemisch rein und unléslich sind, ausgeschlossen werden 
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jinnen, zeigen nun in Tabelle VI mit einer einzigen Ausnahme die 
awartete Abnahme der Brechung von Serum. Die fiinf Schwangeren- 
eren zeigen beziiglich der Brechungsverminderung als auch des Ein- 
fusses der Temperatur und der Differenz zwischen Kaolin und Kohle 
pereits ein verschiedenes Verhalten, dessen Wesen nicht nachgegangen 
wurde. Auch die Organpraparate diirften vermutlich verschiedene 
Jerteilung und Zusammensetzung besitzen, demgemai8 kénnte ihre 
Oberflaichenwirkung und Adsorptionsfahigkeit verschieden stark sein, 
dasselbe gilt auch fiir die einzelnen Seren. Da der durch andere Faktoren 
bewirkte gegensitzliche EinfluB iiberwiegt, so lieBen sich diese Ver- 
hiltnisse, wie bereits erwahnt, nicht an Substraten priifen. Es ist 
jedoch bei der groben Zerteilung der Praparate im Vergleich zu Kohle 
wd Kaolin zu vermuten, daB die durch Adsorption bedingte Fehlerquelle, 
wollte sie zur Auswirkung gelangen, nur gering sein kann. 








Tabelle VI. 
Gravid.e || 24 Stdn. Aufbewahrung bei 37°C 24 Stdn. Aufbewahrung bei 8° C 
— 
ck Te, T 
. Serum Serum Serum Serum | Serum | Serum | 
allein | +Kaol., 'T (+Koble) ™- | allein | +Kaol.| TT |4Kotlie) T7 


] 1735 | 1720 — 15 1687 — 48 1736 1603 — 133) 1620 | — 116 
2 1636 | 1516 —120 1574 |— 62 1632 | 1621 — 11) 1594 |— 38 
3 1800 1677 |—123 1546 —254 1785 | 1758 — 27/| 1736 |— 49 
+ 1818 | 1799 |— 19) 1731 |— 87 1809 1765 — 44| 1800 |-— 9 
5 | 1802 1781 |— 21, 1805 + 3 1804 1748 — 56/ 1800 |-— 4 


Es bedarf noch der Erwagung, inwieweit durch Substratanwesenheit 
Hemmungen frei werden, wodurch nach Sachs physikalisch-chemische 
Anderungen in Erscheinung treten, und ob, wie Stephan und Wohl, Oller 
und Stephan glauben, hierbei die antitryptische Wirkung des Serums 
gehemmt wird, so daB ein proteolytisches Serumferment seine Wirksamkeit 
entfalten und primére Serumautolyse bewirken kann. Serejski versuchte 
den EinfluB des Serumferments zu analysieren, indem er mit aktivem und 
inaktivem Serum zugleich arbeitete. Jedoch konnte in seinen Versuchen 
die Inaktivierung nicht weit genug getrieben werden, da sich optische, die 
Methode stérende Anderungen einstellten. Die Inaktivierung fiihrt ebenso 
wie die Bebriitung zu einer Erhéhung des Brechungswertes (s. oben). Plaut 
fand nach Zusatz von Bolus und Kaolin an Stelle von Gewebssubstrat zu 
Serum Auftreten und Vermehrung ninhydrinreagierender Spaltprodukte. 
Hormaesche hat teilweise Vermehrung des inkoagulablen N bei aktiven 
Seren im Vergleich mit den entsprechenden inaktiven Seren nach Zusatz 
bestimmter, nach Pregl und de Crinis hergestellter Organpraparate kon- 
statiert. Bei der Bestimmung des Rest-N bediente er sich einer neuen 
Methode von Pincussen, die Fonseca hinsichtlich ihrer Resultate gepriift 
hatte, wahrend de Anciaes nachwies, daB bei der EnteiweiBung des Serums, 
noch mehr bei gleichzeitiger Anwesenheit von Substraten, auch mit dieser 
Methode noch betrichtliche Mergen N-haltiger Produkte, vor allem Pepton, 
an das Koagulum adsorbiert werden kénnen. 
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Von ausschlaggebender Bedeutung auf den Versuchsausfall schije) 
im Gegensatz zu den bisher behandelten Faktoren die Substratquellung 2, 
sein. Dies wird von Hirsch hinsichtlich der nach seiner Anweisung |r. 
gestellten Priparate bestritten. Pregl und de Crinis tragen der Quellung 
bei Anwendung der nach ihrem eigenen Verfahren hergestellten Praparate 
Rechnung. Ihre Fahigkeit zu quellen wurde fiir letztere auch von K wpej 
wieser aufgezeigt. Hirsch verlangt gerade die véllige Trockenheit seiner 
Praparate und ihre angebliche Quellunfahigkeit als Bedingung ihrer 
Brauchbarkeit. Die nach den Vorschriften von Hirsch hergestelltep 
Praparate (Opzime ,,Pharmagans‘‘) werden in anderer Weise gewonne: 
und am SchluB der Behandlung mit Aceton gehartet. Fallt schon be; 
bloBer Betrachtung die Volumenzunahme des Pulvers kurze Zeit nach Ein. 
bringung in Wasser, Kochsalz, Gummilésung usw. als auch Serum sehr 
deutlich auf, so kann die Substratquellung unter AusschluB einer einjachey 
Lésung oder Verdauung interferometrisch direkt nachgewiesen werden. 

Die Quellung ist abhaingig von der Natur des quellenden Substrats 
und der Beschaffenheit des Quellungsmittels, in das es eingebracht wird 
Enthalt letzteres geléste Stoffe, so werden diese nicht immer in gleicher 
Weise wie das Lésungsmittel (Wasser) in die Substrate eindringen, und 
folglich wird das Quellungsmittel konzentrierter werden. Das trifft gerad: 
fiir das Serum zu, in dem kolloidale und kristalloide Stoffe reichlich an. 
wesend sind. Die Erhéhung der Refraktion wird alsdann um so starker 
sein, je gréBer die Brechkraft des Quellungsmittels und je hdédher di 
Differenz dieses gegeniiber derjenigen Fliissigkeit, die den K6érper aufquill: 
Die Beschaffenheit des Quellungsmittels kann hinsichtlich seines Elektrolyt- 
gehalts, seiner Reaktion, seiner physikalischen Eigenschaften von Be. 
deutung sein, beim Serum z. B. vor allem Quellungsdruck, Art und Meng: 
des EiweiBes. Wahrend einige dieser Faktoren beim Serum relativ kon- 
stante GréBen sind, unterliegt Menge, Zusammensetzung und Quellung 
(Hydratation) der SerumeiweiBkérper gréBeren Schwankungen. An Hand 
des Vergleichs von Viskositat, EiweiBgehalt und Brechungszunahme unter 
Zusatz gleicher Mengen desselben Substrats wurde eine Orientierung hier. 
iiber erstrebt. Wie eine Anzahl von Versuchen (Tabelle VJJ) lehrt, bestand 
kein erkennbarer Zusammenhang, wofiir einerseits die Unzulanglichkeit 
der Methoden, andererseits die Méglichkeit iiberdeckender, fermentativer 
Substratauflésung und endlich die Geringgradigkeit des in Betracht 
kommenden Effekts verantwortlich sein kénner. 


Tabelle VII. 
Serum || Pros. | Viecos.| T.T.» || Serum | Pros. | T.T» || Serum | Pros. | T.T- 
1. W. EiweiB (Hess) Zunahme 1. W. EiweiB |Zunahme L Ww. EiweiB Zunahme 





1504 || 626 1,72 | 24 | 1528 638 29 | 1736 747 © 2% 
1522 636 155 | 14 | 1555 653 | 10 | 1747 | 753 23 
1536 643 «161 | 27 ~~» #1578 | 664) 11 1779 | 7,69 = 18 
1602 6,77 1,72 5 | 1598 675 | 27 | 1788 | 7,75 29 
1710.7, 182 | 19 | 1612 | 682 | 29 | 1799 | 780 27 
1768 7,64 184 | 25 1632 693 23 | 1830 797 16 
1780 7,70 183 | 18 | 1637 696 31 1843 803 36 
1801 782 | 184 | 20 | 1654 | 7,04 14 | 1856 | 810 27 
1827 7,95 186 | 25 | 1697 | 726 18 | 1863 814 2 
1835 7,99 | 184 | 22 1728 743 | 26 1896 | 826 28 
1856 810 187 | 20 | 1730 744 4©13 | 1986 852 | 33 


1979 | 874227 
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Der Nachweis der Substratquellung konnte nur unter Verwendung 
solcher Quellungsmittel mit Anspruch auf Beweiskraft geschehen, die 
keinerlei fermentative Wirkung entfalten, und die auch hinsichtlich ihrer 
ZJusammensetzung, optischen Dichte und kolloidalen Natur mit dem 
Serum einigermaBen iibereinstimmen. Es war danach zu erwarten, daB 
Quellung der Substrate in destilliertem Wasser den I. W. nicht ver- 
indern (erhéhen !) durfte, wenn nicht spontane Léslichkeit der Substrate 
eintrat. Nahezu das gleiche gilt wegen ihrer geringen Brechung von 
physiologischer NaCl-Lésung, wenn selbst hier Wasser- und Salzionen 
ungleich stark diffundieren konnten, was aber nur bei konzentrierten 
Salzlésungen deutlich positive Ausschlige verursachen kann. 
Tabelle VIII zeigt unter Anwendung verschiedener kolloidaler und 
EiweiBlésungen den betriachtlichen EinfluB der Substratquellung auf 
den Brechungsindex bei Priifung verschiedener Substrate. Die fest- 
gestellten Erhéhungen stimmen mit denen der Tabelle V im Prinzip 
iiberein. 

Tabelle VIII. 





g = 3 E e oz 2 a <8 
S315 18 €|eifti 2. | fs 3s ide 
To 5 .?S@ aa; ria = ts 
gs | « = © i enn) = 
cs _ 
NaCl 0,9 proz, 164. 0 — 45 — _ 454 — 45 
NaCl 10 - 1774, O05 13 45' — |-25; — | 4 — 45 
NaCl 0,92 , 
NaOH O02 , 212; 0 | — — — 2i ~- = 16,— 
NaHCO, 0,02 , 
NaCl O08 . |) | 
See. oe a he ee 8 
Casem 45 , 919 0 20 «16 ll 19 14 8 17 +18 
. 8s . | 100) 0 | ise | 17 iw |so | —| | — 
Albumin 4 4 717) 1 — | 16 — | 2 —_|;— 19 — 
Gummi 20, 733-45) 31 | 13 5 35 | 13 45 2% 8 
Gelatine10 m 2250 | —4 16 —_ 6 — S 14 — 
Kleber 05 , 88 0 0 —_— —_i— — 2 —_ — 
Carraghenca.2 341; 1 10 —_— —_—_\i— i —_ _-_ — 


Im Fortgang der Untersuchung mufte die Quellung beriicksichtigt und 
ein geeignetes Verfahren gesucht werden, mit dem Zeitpunkt und Starke 
ihres Einflusses auf den Brechungswert zu bestimmen und dieser von der 
Versuchsanordnung auszuschlieBen war. Das Verfahren von Pregl und 
de Crinis erwies sich hierzu wenig geeignet. Bei diesem wird das Organ- 
pulver mit heiBer physiologischer Kochsalzlésung tibergossen und 10 Minuten 
spiter nach erfolgter Quellung méglichst weitgehend abgesaugt, wobei ein 
Rest zuriickbleiben mu8. Dabei tritt eine Serumverdiinnung ein, die eine 
Differenzmessung gegen das unvorbehandelte und unveranderte Serum 
nicht mehr erlaubt; auBerdem wird mit diesem Verfahren auch ein neuer, 
in seiner Wirkung unbekannter, quantitativ nicht abstufbarer Faktor 
eingefiihrt. 
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Ich wahlte deswegen folgende einfache Methode: Zu 0,005 g Substra; 
wird die doppelte Menge, also lcem Serum, in etwas gréBere, 1,2 con 
fassende Réhrchen gegeben, diese mit Gummikappen wie oben versch|osser, 
und in einem kleinen Stativ in einer Kaltemischung so untergebracht, dag 
die Wande der Versuchsréhrchen allseitig mit ihr in steter Beriihrung 
bleiben, um eine beginnende Fermentwirkung hintanzuhalten. Wiederho}; 
wird gut umgeschiittelt, nach einer zur Beendigung der Quellung ays. 
reichenden Zeit (2 Stunden) wird erneut gut durchgemischt, bis zum Ab. 
setzen der Substratteilchen scharf zentrifugiert und vom iiberstehendey 
klaren Serum zweimal je 0,25ccm in entsprechende kleinere Réhrche 
zur weiteren 24stiindigen Aufbewahrung bei 37° und 8°C angesetzt. Auc, 
hier lauft eine Eisschrankkontrolle mit, um bakterielle Zersetzungen be; 
dem jetzt technisch etwas erschwerten Verfahren richtig erkennen x, 
kénnen. Der iibrige Versuchsgang verléuft wie friiher. Der Quellung:. 
betrag ist nunmehr bei Verwendung der doppelten Menge Serum geringer, 
die Quellung von 5mg Substrat im gréBeren Quellungsmittel dafiir er. 
leicktert. Es besteht kein Hindernis, statt 1 ccm auch 1,5 ccm anzuwenden 
und 0,5 ccm in zwei Glaschen zu iiberfiihren. Bei der im folgenden unter. 
suchten Quellungszeit war das nicht empfehlenswert, weil bei dem Studium 
des Quellungseffektes auf die Brechung starke Ausschlage erwiinscht ware 


Das Optimum der Quellungszeit kann derart untersucht werden 
daB in bestimmten Zeitabstanden von den wie beschrieben angesetztey 
Proben kleine Mengen entnommen und auBerhalb der Einwirkung des 
Substrats wie das Substratserumgemisch in Glaschen gut verschlossen 
aufbewahrt werden. Aus praktischen Griinden konnten jedoch nw 
drei Bestimmungen in dieser Weise gemacht werden, da die Menge vou 
lcem nicht weiter ausreichte; damit konnte aber auch der Zeitpunkt 
der beendigten Quellung nur annaherungsweise ermittelt werden. Zur 
Kontrolle liefen zwei Serumproben mit, die nicht der Substratquellung 
ausgesetzt waren, aber sonst ebenso, auch in der Kaltemischung, be- 
handelt worden waren. Eine dieser beiden Kontrollen kam mit dem 
Serumsubstrat (Restserum und Substrat) und den nach 2, 4 und 
6 Stunden der Serumsubstratquellung ausgesetzten Serumproben 
24 Stunden in den Thermostaten, die zweite Kontrolle gleich lange in 
den Eisschrank. Bei dieser Art der Versuchsanordnung konnte, wie 
Tabelle IX deutlich erkennen abt, eine stattgehabte Substratquellung 
nach Ablauf von 2 Stunden erschlossen werden, da in weiteren 2 Stunden 
eine Anderung nicht mehr auftrat. Dann allerdings nimmt der Brechung:- 
wert bis zur sechsten Stunde wieder zu, vermutlich infolge des Beginns 
einer zwischen Substrat und Serum verlaufenden Reaktion, von der 
noch dahingestellt sei, welcher Natur sie ist. Etwas anders verhalten 
sich die Modelllésungen, beidenen infolge Substratquellung auch nennens- 
werte, von der Konzentration abhangige Dichtezunahmen eintreten, 
die bei Bebriitung allerdings teilweise wieder abgeschwacht werden, 
wobei man zunidchst an Adsorptionswirkung der Substrate oder Starker- 
werden der Hydrophilie der Kolloide bei héherer Temperatur zu denken 
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geneigt ist. Der effektive Brechungszuwachs ist in Reihe 8 der Tabelle 
auf die im Originalverfahren zur Anwendung gelangten Mengenverhilt- 
nisse von Organ und Serum der Einfachheit halber linear berechnet. 








Tabelle IX. 
Gravidenseren G i | Casei Albue | » 
T. T.»Zunehme bei tummi Casein) “hin Kleber 
1 > . ra 20Proz. 4,5 Proz. Pa | 0,5Proz. 


}, 24S8tdn. Aufbewahrung 


im Ejisschrank .. 0 0:0 0 0 0 0 0 
2, 24Stdn. Aufbewahrung 

imBrutechrank ..| 0 | —/|2 | —/j 45/ 0 7 | 45 
3. 2Stdn. Quellung von 

Placenta, dann wie 2 16 4/14 17 54 Q 16 6 


4, 4Stdn. Quellung von 
Placenta, dann wie 2) 15 4/14 (10 — — — — 

6 Stdn. Quellung von 
Placenta, dann wie 2 | 20 71/17 |2% — — ~- ~- 

6, 24 Stdn. Placentaein- 

wirkung im Brut- 

schrank nach 6stiin- 


o 


digerSubstratquellg. 43 41 (36 62 — — ~- — 
nach 2stiindig. Sub- 
stratquellung . . —-|-—-|-—-' — 4 2 ll 0 


7. Nicht durch Quellung 

bedingte T. T. -Zu- 

nahme 6 minus 5 ./23 | 34/19 (37 0 0 0 0 
8. Auf 0,005 Placenta und 

0,5 Serum berechnet 11,5 17 95 185 0 0 0 0 
9. 6 Stdn. Quellung durch 

Lebersubstrat . . . 11 20 20 #15 -- _- —_ — 
10. 6 Stdn. Quellung durch ; 

OS eras 2 -—- -—- -—- — — ~— — 
11.6 Stdn. Quellung durch ' 

6 2h < ke = 22 - -_- — — -- ~ — 


Der weitere Fortgang der Untersuchung bewegte sich in rein empirisch- 
analytischer Weise. Es war nach Ausschaltung der genannten, in Betracht 
kommenden Fehlerquellen die Frage nach der Natur dieser Reaktion zu 
entscheiden, ohne da® irgendwelche Voraussetzungen hinsichtlich des 
zwischen Substrat und Serum unter besagten Versuchsbedingungen ab- 
laufenden, in Gestalt einer Zunahme der Brechung erkennbaren Prozesses 
gemacht wurden. Von der fiir die interferometrische Analyse giinstigen 
Wahl des makroheterogenen Systems und von der interferometrischen 
Methode allein konnte eine Auskunft hieriiber nicht erwartet werden. An 
Hand eines diagnostisch gesicherten Materials konnte lediglich der Beziehung 
zwischen KrankheitsprozeB und Reaktionsausfall im Hinblick auf das Vor- 
handensein einer gegebenenfalls zur Regel zu erhebenden Ubereinstimmung 
nachgegangen werden. 

Tabelle X zeigt den Ausfall der in beschriebener Weise ausgefiinrten 
Reaktion nach Ausschaltung der Substratquellung. Sera von Graviden 
im fiinften bis zehnten Lunarmonat zeigen iiberwiegend einen stdrkeren 
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Tabelle X. 
T. T.-Zunahme nach 3 Stunden Substratquellung und 24 Stunden 
Brutschrankaufenthalt. 
r ? of ial oa + @ 
8/2/55 
Organsubstrat Gravide Mittel Gesunde ais f= 
| AoE: 
Placenta . . —— 24243615 9 14/1819 172526, 208 4\—9\|— 71110108 x» 
Ovar . . ./33/20/45/20 11/—|— —/— — —— — 26,8 —|10 9|— 9 — 1212— 19 
Testis . . .| 9} 2)181418———— — —|— | — 12:2 2)\—'—0/9 810118 ¢ 


Ausfali als Gesunde und innere Kranke beiderlei Geschlechts, sowoh! be; 
Verwendung von Placenta als auch Ovarium, wahrend mit Testikelsubstan; 
die T. T.-Zunahme bei den Schwangeren wechselt. Leider wurde hierly 
nicht verfolgt, welches Knabenschwangerschaften waren. Bei offenen, 
reaktionstiichtigen Lungentuberkulosen fand sich im Vergleich mit klinisch 
Gesunden und anderen Krankheiten kein Unterschied (Tabelle XI). Ab. 
gesehen von der numerischen Beschrankung der Versuche in Tabelle X 
kénnte man geneigt sein, ihre Resultate als positiven Ausfall zu werten 
Um ihre Natur und ihr Zustandekommen zu studieren, empfahl sich, stat: 
des makro-heterogenen (Serum + koaguliertes Protein), das mikroheter 
gene System (Serum + geldéstes Protein). 


Tabelle XI. 


T. T.-Zunahme nach 3 Stunden Substratquellung und 24 Stunden 
Brutschrankaufenthalt. 





“Sichere Tuberkulose 





- Offene, leicht t peogradionte und fieberhafte reaktionskriftige Lappenaftekti nen 


Organsubstrat — ———— dedi 
Manner Frauen Ge 





— sam 
12 3) 4,5 6 7| 8/9] 10 11 12 Mittel 1 12 3 | 4) 5| 6) Mitte! mit 


Lunge, normal . 22 26163826 9 18/24 28, 1527 25 22,8 — 25 27 —|15/30) 24.2 2% 

—— PS 9 28 10 24 — 18 22/16 19 16/23 6 174 22 16 24 7/18 10 24,2 19, 
Lymphdriise,tbe. 1621 82822) 2:10) 1131411 16 13,5 —17— 12}17)14 14,7 13; 
The.-Bazillen . . 1634— 515 5 4/1624191520 15,7 151011 —|I2 21; 13,8 14 








Milz, normal . . ———— 33—/—/— —'—|—' — ltl] —  — 
Leber, , 2 —_——|—|—|— | — _—|—| —| — || — —- ———-—|—-—| — - 
: -— Tuberkulose nicht nachweisbar 

gisig £ 
Sisié é Klinisch Gesunde 
Organsubstrat Oo | a | 5 3 
Meer =—té‘<ié~*SCtCt*é ——— 


Gesam 





1|2/|3/]4/]5/| Mitel | 1/2/3/)4/|5/6/ Miter ™™ 


| s|o4|a5] 23] 14] 208 208 


zillen. . 27/19/14 ' 25 16 20,2 
Mie normal . . — Fi —|—-| — 
Leber, , . .|15/23/20/12| 3) 146 


Lunge, - a -|—-|-|-|- | — — |— 
| 15 | 14/15 0} 116 |16|;—)/ 14 16/18 21) 17 143 
Lyrmy bartios, the. 39 17 | 15 20:16 «21,4 |17 '15|—/| 4) 1] 96 165 
| 22 28 10/—/17' 6| 166 184 
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2. Im mikro-heterogenen System. 


Die Einfiihrung des mikro-heterogenen Systems gestattete die 
Ausschaltung von spontaner oder durch Peptisation bedingter Substrat- 
lisung und die hierdurch erzielten Brechungsinderungen. Um die 
Natur nun noch zur Beobachtung gelangender Brechungsinderungen 
naher kennenzulernen, wurde als direkte Methode das Alkoholverfahren 
von Liittge und v. Mertz herangezogen, mit dem durch den Nachweis 
von Abbauprodukten die Proteolyse eines im System anwesenden 
EiweiBes erschlossen werden konnte. Ergaben sich zwischen beiden 
Verfahren weitgehend iibereinstimmende, hinsichtlich der Anderung 
des Brechungsindexes nur in einer Richtung determinierte Ausschlige, 
so war ein Zusammenhang beider Erscheinungen und ihre Deutbarkeit 
aus der EiweiBaufspaltung als relativ gesichert anzunehmen. Ander- 
weitige, durch die physikalisch-chemische Strukturinderung bedingte 
Brechungsinderungen konnten demnach nur nebensichlicher Be- 
deutung sein und waren am ehesten durch quantitative Verfolgung der 
entstehenden Abbauprodukte und zugehérigen Refraktionsinderung zu 
erfassen. Aus ZweckmaBigkeitsgriinden wurde zunichst die Beziehung 
heider Vorginge am Schulbeispiel der gegenseitigen Einwirkung 
von Serum Gesunder, innerer Kranker und Schwangerer auf Placentar- 
eiweiBlésung gepriift, gleichzeitig aber auch auf andere EiweiBlésungen. 


Die Gewinnung der Lésungen geschah in folgender Weise : 

Eine frisch geborene Placenta wurde sofort entblutet, von den Nabel- 
schnurgeféBen aus mit Wasser, Kochsalz und !/,proz. Essigséiure durchspiilt, 
von den Hauten und dem Bindegewebe weitméglichst befreit, fein zer- 
kleinert, alsdann erneut in gleicher Weise mehrfach gewaschen und koliert. 
Mit Benzidinprobe und Ninhvdrinreaktion waren weder Himoglobin noch 
Abbauprodukte nachweisbar. Das‘zerkleinerte Gewebe wurde alsdann in 
n/l0 NaOH zur Lésung gebracht, mit NaHCO, und NaOQOCCH, gepuffert, 
nach erfolgter Substratlésung mit n/10 HCl so weit neutralisiert, daB das 
Gemisch nur eine Spur alkalisch blieb. Nach Filtration durch ein Berkefeld- 
filter erwies sich die Lésung als bakteriologisch keimfrei, war durchsichtig klar 
und hatte eine gelbliche Serumfarbe. Nach Kjeldahl enthielt sie 0,319 g-Proz. 
N = 1,79 Proz. Eiwei8, war leicht hypertonisch, entsprechend einer Koch- 
salzlésung von 1,2 Proz. Die Verwendung des médglichst noch nativen 
PlacentaeiweiBes mit einem Rest noch enthaltenen Bindegewebes, Lipoide 
und anderer Zellbausteine schien tunlicher als starkere Vorbehandlung, mehr- 
fache Umfallung, Lipoidextraktion, durch welche die Wirksamkeit der Prapa- 
rate verandert werden konnte. Lipoide und Extraktstoffe konnten andererseits 
fir das eventuelle Zustandekommen der Reaktion von Wichtigkeit sein, 

In ahnlicher Weise wurden auch die iibrigen EiweiBlésungen hergestellt. 
Als Ausgangsmaterial dienten Casein, Ovalbumin, Serumalbumin und 
Globulin, Kleber (von Kahlbaum, Griibler oder Merck), die in physiologischer 
Kochsalzlésung bzw. n/10 NaOH gelést und mit n/10 HCl bis auf Spur 
Alkaleszenz neutralisiert wurden. Als Puffer diente auch hier 0,2proz. 
NaHCO, und 0,2proz. NaQOCCH,. Novoprotin (wahrscheinlich 0,5 proz. 
Kleber) und Caseosan (= 4,5 proz. Casein) wurden in Gestalt der bekannten 
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Fabrikpraparate zusatzlos mit verwandt. Ejierklar wurde aus frischen Hier, 
gewonnen, verfliissigt, durch Bakterienfilter gesaugt und ebenfalls mit Puffer 
versetzt. Samtliche Lésungen wurden hinsichtlich Keimfreiheit gepriij; 

Die Versuche wurden folgendermaBen angesetzt: Je 0,5cem der 
Placentar- als auch der iibrigen Lésungen wurden mit 0,5 cem verschiedener 
Seren vermischt, nach 10 Minuten und nach 24stiindiger Einwirkung in 
Thermostat und Eisschrank interferometrisch bestimmt. Das Alkoho). 
verfahren') wurde mit 0,5ccm des Reaktionsgemisches angestellt, nac} 
Zusatz von 5 cem 96proz. Alkohols gekocht, filtriert und mit 0,1 und 0,2 cer, 
einer ]proz. Ninhydrinlésung die Ninhydrinprobe qualitativ ausgefiihrt, i}; 
Ausfall schaétzungsweise durch Zeichen notiert. 

Den Ausfall dieser Versuche zeigen Tabelle XII und XIil. 
Schwangerensera mit Placentaeiweif zeigen gréBtenteils betrachtliche 
Refraktionserhéhung, zu einem kleineren Teile jedoch keine Veranderung 
bzw. geringe Erniedrigung. Die Ninhydrinprobe ist zumeist, jedoch 
unabhingig vom Ausschlag der Brechungsexponenten, stark positir 
Bei den Seris von Gesunden als auch inneren Kranken dagegen fehilt div 











Tabelle XII. 
L.W.des, , |. W. nach Alkoholverf. *) 
Art des Serums fn an il ea 2 = ime (Ninhydrinprobe) Bemerkun; 
0,5 ccm @Secm | VR S70 go | 370 80 
~- Placenta | 535 || 535) 536) — 1 Sp?| — 
losung 
Gravida**) . . . 1151 | 1138 | 1146 — 8 ++ | Sp? 
- eis di ‘ 1170 , 1235 | 1172), +63 ++ Sp 
: nt 1138 | 1142 | 1142) + 0) +4 | Sp? 
: : 1182 | 1195 | 1181) +14, + | + 
fa * 1045 | 1108 | 1044 + 64 ++ | Sp? 
nd re 1040 | 1168 10388 | + 70 ++ + 
z « 1195 || 1272 | 1195} +77) — | — 
. r 1156 1170 (+ 14) — 
oe 1158 | 1148 (—10)) + on Serum lex 
Gesund.... 4 1203 | 1205 | 1204 + «#1 _ _ 
Sumbajo .. . ‘ 1216 1222 (+ 6) — 
Cholecystitis . » 1148 1148 K+ 0)) — — | Serum ikters 
Myodeg. cordis » 1112. 1106 (— 6)| — — 
Huntington Serum lei 
chore ... ” 1253 1253 | 1252 ij a 1 Sp — hamolyt 
Ikterus cath. i 
(abgel.) . . | ” | 1218 1220 (+ 2)) + — || Serum ikten 


*) Nynhydrinreaktion: Reihenfolge des Ausfalls —, Sp?, Sp, +, +, ++. 
**) Gravide der letzten Monate VI—X. — Sera allein samtlich negativ vorher und nachher 37° vu * 


1) Genaue Einzelheiten iiber das Alkoholverfahren und die Ninhydrin- 
probe s. Literatur bei Sellheim, Liittge und v. Merz, Oppler, Léhner. Die 
quantitative Bestimmung der Abbauprodukte ware bei dem Umfang: 
dieser Versuche nicht durchfiihrbar gewesen. Die qualitative Probe zeigt 
jedoch bereits die haufig entgegengesetzte Richtung im Ausfall der 
direkten und indirekten Methode. 
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Tabelle XIII. 





—_—_— 


i 
an On LW.des 4) Wo nach, | 7. || Alkoholverfahren 
ceo smee | zai latin) “borane | ge | 
0,5 com OSccm =| eel 8° || | 37 80 
|. Gravida*). Casein . . .| 1860) 1877 1858) +19) ++ ++ 
Ovalbumin .| 1550 1562 1555 |) + 7 ao +r 
Plac.I . . .| 1145, 1153 | 1145) + 8 +b + 
Ir . .| 1169 1169 | 1169 || + 0 oe + 
Til. .| 1171, 1170 | 1167) + 3 Sp Sp 
2, Gravida*).  Serumalb. .| 1826 1845 (+ 19) Sp? 
Serumglob..| 1631 1638 | 1631) + 7 + + 
Plac.I. . .| 1126) 1134 1196) + 8 +4 + 
» I . .| 1137) 1144) 1136 | + 8 + oa 
» Ill . .| 1140) 1140) 1140) + O t t 
3. Gravida*).  Plac.I . . . 1175 | 1180 (+ 5) 
» ses »| SL ae (+ 6) 
, UI... 1166) 1166 (+ 0) 
4, Gravida*). Kleber. . . 1348 1354 | 1354, + 0 _ — 
Eierklar . . 1152 1158 | 1150) + 8 = _ 
Plac.I . . .| 1172 || 1178 | 1159 | + 19 aa Sp 
» Il . .| 1195 || 1172 | 1132 | + 40! y v4 + 
» Il. .| 1211) 1174 | 1155 |) + 19 Sp Sp? 
5. Gravida . . | Novoprot. .| 924 925 (+ 1) Sp? Sp? 
Serumglob.. | 1639 | 1657 | 1656 + 1 +++ 7a 
Caseosan. . 1975 2004 1846 +++++++4+ 
Plac.I . . .| 1143 1137 | 1138 | — 1 ++ a 
6. Gravida . . | Caseosan. . 1403 | 1401 | 1403 | — 2 ++ + 
Ovalbumin .| 1643 1640 1620 + 20 + Sp? 
Casein . . .| 1928 | 1926 | 1923) + 3 +44 444 
,  } ae /1188 | 1172) +16 ++ + 
7.Gesund . .| Casein . . .| 1841 | 1844 1842//4+ 2 +444 4+ 
Serumalb. .| 1875 | 1878 | 1874 || + 4 + $4 
Plac.I . . ., 1182) 1178 | 1184 || — 6 + Sp 
8 Gesund . .| Plac.I . . .| 1131 | 1129 | 1132 |— 3 ~ + 
9 Gesund . ./| Plac.I. . .| 1125) 1122 1129) — 7 t + 


*) Sera allein im Alkoholverfahren vorher und nachher 37° u. 8° C negativ. 
**) Niabere Erlauterungen iiber die Zusitze in Tab. 15. 


Brechungserhéhung oder ist gering, die Ninhydrinreaktion ist zumeist 
negativ oder nur schwach positiv. Die zusatzlosen Seren als Kontrolle 
zeigten keine optische, oberhalb der sonst gefundenen Grenzen (8s. oben) 
liegenden Anderung, noch die Bildung ninhydrinnachweisbarer Abbau- 
stoffe an. 

Bei sechs Graviden- und drei Gesundenseren wurden neben drei ver- 
schiedenen Placentarlésurgen auch die obengenannten Eiweifldsungen als 
Zusaiz verwandt. Placentarlésurg I enthielt 0,5, IT 1,0 und IIT 2,0 Proz. 
Phenol zur Gewahrieistung der Sterilitat bei langer dauernder Aufbewahrung. 
Aus den wenigen Versuchen geht bereits hervor, da8B mit wachsendem 
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Phenolzusatz die Ausschldge des Interferometers und die Starke des Alkohol. 
verfahrens abnehmen, in reinstimmung mit Angaben von Abderhalden, 
der eine Abschwichung von Fermentreaktionen durch Phenolzusatz beob. 
achtete. Es soll jedoch nicht untersucht werden, inwieweit und ob der 
Carbolzusatz eine Stabilisierung begiinstigt oder die zwischen Serum wn 
Substratlésung ablaufende Reaktion hemmt bzw. schwacht. Ein Zusat, 
von 0,5 Proz. Phenol war nicht nachteilig, das Praparat I zeigt auch heut 
noch, nach mehr als einem Jahre, keinerlei Verunreinigung und Infektion, 
ist véllig klar, nur eine Spur Eiwei8 ist am Boden des GeféBes sedimentier: 


Von Bedeutung ist die Feststellung (Tabelle XIII), daB auch hej 
Ersatz des PlacentareiweiBes durch andere Proteine Brechungserhihung 
und Auftreten ninhydrinnachweisbarer Spaltprodukte beobachtet werden 
konnten, bei Schwangerenseris jedoch in stirkerem MaBe als bei (Ge. 
sunden. Da in diesen Versuchen die interferometrische Methode als 
auch das Alkoholverfahren Ubereinstimmung vermissen lieBen, ja 
sogar gelegentlich voneinander unabhiingige Ausschlige gaben, so 
erscheint bewiesen, daB Refraktionserhéhung und EiweiBabbau nicht 
koordinierte Vorgdnge zu sein brauchen, und daB Refraktionserhéhungen 
nicht einmal im mikro-heterogenen System einen sicheren Schluf auf 
fermentativen EiweiBabbau, noch weniger auf dessen Spezifitit zu- 
lassen. Die Versuche mit anderweitigen Proteinliésungen, die mit 
Schwangerenseren in gleicher Weise wie die Placentarlisung reagierten, 
schlieBen geradezu die Annahme einer Spezifitat aus. 


Die weitere Analyse zielte auf Feststellung, welcher Art die Brechungs- 
erhéhung und welcher Natur die zu Abbauprodukten fiihrende Protein. 
spaltung sei. Beide Vorginge brauchten nicht notwendig Ausdruck eines 
fermentativen Prozesses zu bilden. Die Refraktionszunahme konnte sowohl 
durch physikalische und chemische Strukturanderungen im Gemisch mit 
einem iiber mehrere Stunden sich hinziehenden Ablauf, konnte auch durch 
Autolyse einer von beiden Mischungskomponenten zustande kommen, 
wobei die Vermischung zweier heterogener Proteinlésungen als auslésender 
Faktor in Betracht zu ziehen war. :Die gebildeten Abbauprodukte waren 
alsdann als Endprodukte dieses autolytischen Vorgangs bzw. des spontanen, 
durch Zusatz begiinstigten Eiwei®zerfalls einer oder beider im Reaktions- 
gemisch vereinigter EiweiBlésungen anzusprechen. Die primaire Wirksamkeit 
von Fermenten war hierzu durchaus nicht absolut notwendig. Im Serum 
vorhandene Fermente konnten némlich durch den Zusatz von Placentar- 
und den iibrigen EiweiGlésungen, wie betont durch Beseitigung von Hem- 
mungen (Antifermente) befahigt werden, Eiwei8 zu spalten. Falls aber 
die Brechungsveranderung ein Kennzeichen dieses Vorgangs war, konnte 
erwartet werden, da8 bei den verschiedenen Formen der EiweiSverdauung 
(tryptischer und peptischer) verschiedener zur Verwendung gelangten 
EiweiSkérper ein ahnliches Resultat sich reproduzieren lieB. 


Die oben genannten EiweiBlésungen wurden mit auf Wirksamkeit 
gepriiften Fermentlésungen im Halbzusatz zersetzt, unter Innehaltung 
der friiher gegebenen Vorschriften. Als Ferment gelangte zur An- 
wendung 0,2 Proz. Trypsin siccum (Griibler) in n/30 NaOH, 2 Proz. 
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Trypsinglycerinlésung in n/30 NaOH und 0,2 Proz. Pepsin siccum 
(Griibler) in n/30 HCl gelést. Auf die optimale pq und Ferment- 
konzentration konnte bei dem Umfang der Versuche nicht geachtet 
werden, welche Faktoren bei dem rein qualitativen Nachweis zuniichst 
auch auBer acht bleiben konnten. Die Resultate in Tabelle XIV zeigen 
nun, daB ein gesetzmaBiges Verhalten zwischen dem Ausfall der Nin- 
hydrinreaktion als Mafstab fiir die Menge der gebildeten Abbaustoffe 
und der Refraktionsinderung nicht besteht, daB sich sogar fiir ver- 
schiedene EiweiBlésungen ein vollig differentes Bild auch in bezug auf 
peptische und proteolytische Spaltung ergibt. So ist bemerkenswert, 
da8 die tryptische Verdauung von Serumalbumin betriichtliche Re- 
fraktionsabnahme, bei Serumglobulin jedoch Erhéhung bewirkt. 
Zwischen Trypsin siccum und Trypsinglycerin bestehen quantitative 
Differenzen zu Lasten des letzteren, wobei sich die Richtung der statt- 
gehabten Anderungen bei beiden gleichsinnig, zumeist in Zunahme 
ausdriickt, wihrend bei Pepsin tiberwiegend Abnahme resultiert, 
besonders wenn man die spontane Zunahme der Pepsinlésung, deren 
Ursache nicht erkannt wurde, mit halbem Wert in Rechnung bringt 
und abzieht. 

Die Refraktionsinderung von Eiweiblésungen durch Zusatz 
schwacher Séuren oder Basen, die auch von Dérr und Berger fest- 
gestellt wurden, hat auf den Ausfall unserer Versuche keinen Einflub 
mehr. Bereits bei der Bestimmung ,,vorher“, d.h. 10 Minuten nach 
erfolgter Mischung, war diese Refraktionsabnahme ausgeglichen. Trat 
bei der Mischung ein leichter Niederschlag oder Triibung ein, so wurde 
bis zum Klarwerden des Gemisches zentrifugiert. 

Die Refraktionsdepression lurch Sdure- oder Alkalizusatz ist von 
bemerkenswerter Stirke (Tabesle XV). Sie ist durch chemische Um- 
setzung, Salzverbindungen des EiweiBes usw. bedingt, die, wie oben 
betont, von staérkerem EinfluB auf die optische Dichte sind, als Dis- 
persitétsinderungen. Aus den Abweichungen vom Mischungsgesetz 
kann diese Depression quantitativ leicht bestimmt werden, da diese 
Regel fiir Mischungen ohne chemische Umsetzung additives Verhalten 
zugrunde legt. Die chemischen Umsetzungen bei Zusatz von Sauren 
und Basen waren auch optisch durch leichte Farbverinderung der Sera 
erkennbar, bei n/10 HCl weit starker als bein/10 NaOH und von einem 
weitgehenden Parallelismus. Nur in einem Falle lag eine Streifen- 
verwechslung vor, welche durch die zweite Messung aufgeklirt wurde 
(Placenta + NaOH); ob dies auch fiir Serum 4+ NaOH zutrifft, 
konnte nachtriglich nicht eruiert werden, da in blindem Verfahren, 
Berechnung nach AbschluB der Versuche, gearbeitet wurde. Es ist 
wahrscheinlich, daB dadurch der Differenzwert niedriger liegt. Die 
weitere einstiindige Aufbewahrung bei 37°C und darauf folgender 
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dreistiindiger Aufenthalt bei Zimmertemperatur von 20 bis 20.5% 
haben keinen weiteren KinfluB auf die Brechung. Die Anderung yo, 
maximal 3 T.T. (bei zwei Bestimmungen) liegt nur 1 T. T. oberhal) 
des Maximalfehlers von + 1T.T. (s. Abschnitt I). Der Zusatz yo, 
Sauren und Alkalien fiihrt demnach bereits vor Ablauf von 10 Minutey 
zum optischen Ausgleich. 


In gleicher Weise war nun darzustellen, wie die Lésungsmitt:) 
die zur Herstellung der in friiheren Versuchen angewandten Eivei{. 
lisungen benutzt wurden, die Versuchsresultate allein schon beei; 
fluBten. Hierzu hatten Ultrafiltrate verwandt werden kénnen. |) 
aber die bei Bereitung dieser verschiedenen EiweiBlésungen, eip. 
schlieBlich der Placentarlésung, verwandten Lésungsmittel bekann: 
waren, so war es einfacher, sie annaherungsweise direkt herzustelle: 
Tabelle XVI demonstriert, in welcher Richtung der Brechungsinde, 
beeinfluBt wird durch Kochsalzlésungen mit einem Gehalt von 0,2 Pro: 
NaHCO, bzw. NaQOCCH,s, die spurweise alkalisch reagierten. Auc) 
bei diesen sind Abweichungen von dem nach der Mischungsregel additiy 
errechneten Werte deutlich bei Gesunden- und Gravidenseren, ebens 
bei Casein- und Placentarlésungen. Diese beobachtete Erniedriguny 
bleibt aber aus, wenn zur Halbverdiinnung nur physiologische Kochsalz. 
lésung benutzt wird, sie ist demgemaB nicht Folge eines Pipetten. 
fehlers, da mit genau geeichten Pipetten gearbeitet wurde, und wegen 
der héheren Viskositét der EiweiBlésungen und dem hierdurch be. 
dingten nicht restlosen Auslauf beide Pipetten mit der Mischung noc! 
zweimal durchspiilt wurden. Kontrollbestimmungen nach 2, 4 und 
6 Stunden, von denen nur die nach 4 Stunden bei Ubereinstimmung der 
Kiirze wegen wiedergegeben sind, belegen auch hier den schnellen 
Ausgleich von Umsetzungen mit optischen Anderungen innerhalb der 
ersten 10 Minuten. Dieser Faktor war mithin vom Versuchsgang aus- 
geschlossen, kam also fiir den Ausfall der Resultate in Tabelle XII 
und XIII nicht in Betracht. Noch klarer geht dies aus Tabelle XVII 
hervor, in der sechs Sera von Schwangeren (zwei mit Lues) und Ge. 
sunden nur mit den gepufferten Lésungen statt mit den verschiedenen 
EiweiBlésungen wie in Tabelle XIII angesetzt wurden. Optische 
Anderungen gelangten nur in geringem Mae zur Beobachtung, «as 
Alkoholverfahren brachte véllig negativen Ausfall. Die Beschaffenheit 
des Lésungsmittels, das fiir die verschiedenen EiweiBlisungen verwan« 
wurde, war demnach nicht fiir den positiyen Ausfall der Versuche im 
System: Serum und EiweiBlésung, anzuschuldigen. 


Wenn also Reaktion, Zusammensetzung und Ionenkonzentration des 
Lésungsmittels (die p,-Bestimmung war ohne Benachteiligung der re 
ualitativen Versuche unterlassen worden) allein noch nicht die festgeste!!: 
derung im Reaktionssystem verursachten, so blieb noch die Feststellung 
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Tabelle XVII. 








- 
3 . LW. 
27 Ber Misch Alkohol- 
Art des Serums 09 eros NaCl Potier sa $5 sech 26 Sede |, “ertebeve 
|e | 2 37 | 8 | 37°] @ 
Gesund o | O2proz. NaHCO, | 1029|— 1032 | 1023 || — | — 
02 , NaOOCCH, | 1019) — 1051 | 1017 | — 
= 1881 | — 1891 | 1889 — - 
Gesund Q | 02 , NaHCO, 911;— 909) 98 — — 
02 , NaOOCCH, | 886|—/ 881| 88 |— | — 
_ 1664) — 1664 | 1664 —  — 
Grav.m.VIII.| 02 , NaHCco, 878 |— 877, 877, — | — 
02 , NaOOCCH, | 84|/— 854) 853 — | — 
- 1590 | — | 1590 | 1586 — | — 
Grav.m.VIII.| 02 , NaHCo, 9390|— || 935/| 930) — | — 
02 . NaOOCCH, | 912|—)/ 915) 912) — 
om 1701 | — || 1701 | 1700 | — | — 
Grav.m.VIII.| 02 , NaHCco, se6|— || 887 | 885) —| - 
Lues latens | 0.2 , NaOQOCCH, | 859|— | 855) 856) — | — 
(Wa R—) — 1627 | — | 1627 | 1627, — | — 
Grav.m.VITI.| 02 , NaHCco, 902 |— || 906 | 902) —| — 
Lues III 02 , NaOOCCH, 908|—| 907 908 — — 
(Wa R ++) — 1705 | — | 1709 1707 —  — 


*) 10 Minuten nach der Mischung, d.h. nach Ausgleich, s. Text. 


iibrig, ob etwa die Kolloidnatur der zugesetzten EiweiBlésungen den Abbau 
dieser Eiwei8kérper oder den des Serums bewirkte. Es war zu untersuchen, 
ob hierbei Serumfermente erst zur Wirksamkeit gelangten, sei es durch 
Labilisierung des Systems, Beseitigung von Hemmungsvorrichtungen, die 
einer Fermentwirkung entgegenstanden, und sekundére Begiinstigung des 
EiweiBzerfalls. Die Entscheidung wurde erwartet durch die mégliche 
Vertretbarkeit einer EiweiBlésung des Gemisches, entweder des Serums oder 
der zugesetzten EiweiBléisung, durch andere hydrophile Kolloide, wobei 
Gummi und Gelatine (Merck) am geeignetsten schienen. Das erstere ist 
gegeniiber Serum ein schwaches Fillungs-, das letztere mehr ein Schutz- 
kolloid. 


Bei einer Untersuchung ihres Einflusses auf den Brechungswert 
bei Mischungen fanden sich zum Teil geringe Erhéhungen iiber den 
additiv errechneten Wert, die aber gemaB Tabelle XVIII auch in 10 Mi- 
nuten zum Ausgleich und AusschluB vom Versuch gelangt sind. Der 
positive Ausfall ist um so bemerkenswerter, als Verdiinnungskurven 
von Gummi und Gelatine (Tabelle XIX) mit destilliertem Wasser, des- 
gleichen auch mit Kochsalz, einen zunehmenden Abfall der I. W. und 
optischen Dichte vom linear berechneten Werte in schwachem Mafe 
noch innerhalb der zur Verwendung gelangten Konzentration aufweisen. 
Die Tabelle 148t auch deutlich erkennen, daB eine kurvenmiBige Dar- 
steltung der Beziehung zwischen Konzentration und Refraktion fiir 
Gummi- und Gelatinelésung bei einem Konzentrationsverhaltnis von 
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Tabelle XIX. 


—— -- - = = 











Gumai ' ‘ Gelatine ae 
| Zuwachs | LW. | Kons. | Kons. Lw. | Zewechs | nn 
Differenz 448 P ermittelt Proz Proz. ermittelt 453 ~ Differenz 
14 1792 1986 15,0 10 | 1983 1812 171 
104 1344 1448 10,75 75 1445 1359 86 
38 896 | 934 75 5,0 934 906 28 
0 448 | 448 3,75 25 453 453 0 


3:2 fast genau gleichen Verlauf zeigt. Die weitere Priifung fiihrte zu 
der Feststellung, daB isotonische und gepufferte Gummi- oder Gelatine- 
jisungen den zwischen Serum und EiweiBlésungen erzielten Reaktions- 
ausfall, wenn sowohl Serum als auch Eiweiflésung durch beide zur 
Vertretung kam, nicht véllig reproduzieren konnten. Die zur Beob- 
achtung gelangten Refraktionsinderungen waren gering oder doch 
bedeutend niedriger, die Ninhydrinreaktion nur gelegentlich schwach 
positiv. 

Hieraus ]aBt sich folgern, daB auch der Kolloidnatur der Zusitze 
entspringende Eigenschaften nicht geniigten, um nennenswerte EiweiB- 
spaltung auszulésen und auch den Brechungsindex in annahernd gleicher 
Starke zu beeinflussen. Es ist demnach anzunehmen, daB sowohl diese 
als auch die friiher in Erwdgung gezogenen Faktoren zum Zustande- 
kommen der Proteolyse nicht maBgebend sind. Aus einem Vergleich der 
tryptischen Fermentwirkung in Tabelle XIV mit den Versuchen in 
Tabelle XII und XIII, die die Einwirkung von Gesunden- oder 
Schwangerenseren auf PlacentareiweiBlésung und differente Protein- 
lisungen darstellten, ergibt sich eine weitgehende Parallelitat bin- 
sichtlich der aus dem Ausfall der Ninhydrinreaktion erkennbaren 
EiweiBspaltung und der interferometrisch beobachteten Verinderung 
der Refraktion, so daB damit die Feststellung tryptischer Ferment- 
wirkung des Serums erbracht scheint. Weiter kann man erkennen, da 
die tryptische Eigenschaft des Serums bet Graviden stdrker als bei Ge- 
sunden ist. Eine Spezifitdt laBt sich jedoch nicht nachweisen, zum 
mindesten aber ist diese durch eine unspezifische Proteolyse tiberdeckt 
und dem Nachweis entzogen. In keiner Weise kann die Refraktions- 
inderung des Serums oder Reaktionsgemisches als sicheres Merkmal 
proteolytischer Fermentwirkung angesprochen werden, da sie nur eine 
Nebenerscheinung dieses Prozesses ist und mit Wahrscheinlichkeit von 
einer Reihe anderer Faktoren und intermediiar durch den Eiweibzerfall 
auftretender Prozesse zustande kommt. Die Frage aber nach dem 
Angriffspunkt des tryptischen Serumferments, die zu scheiden hat 
zwischen den SerumeiweiBkérpern selbst und dem Protein der zu- 
gesetzten Substrate der EiweiBlésung, l48t sich durch Variation der 
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Tabelle XX. 





— 


1. W. o 
der Mischun ben ren 


Art der Art der nach 24 Stdn. 


EiweiBlésung Zusatzlosung *) | 


37° x0 


Mischung 


I. W. der 
Nin- 
hydrinpr. 


— Gummi 10proz. — | 1298 | 1296 
Gelatine 5 1312 1311 


10 Proz. Casein Gummi 10 - 1285 1280 
Gelatine 5 1540 1533 

10 . Serum- Allein 1757 1756 
albumin Gummi 10 1053 1052 

2 , Placental Gummi 10 1006 1002 
Gelatine 5 1010 1010 

Allein 720 717 


Serum norm. oc Gummi 10 1616 ‘1611 
Gelatine 5 1604 1595 
Allein 1891 1889 


Serum norm. 9 Gummi 10 1532 1522 
Gelatine 5 - — 1500 

Allein j 1664 1664 

Serum Gummi 10 1466 1458 
Grav.m.VIII. Gelatine 5 , 1438 1430 
Allein 1590 §1586 

Serum Gummi 10 1523. 1513 
Grav. m. VIII. Gelatine 5 1506 1506 
Allein 1701 1700 

Serum Gummi 10 , 1452 1452 
Grav. m. VIII. Gelatine 5 1478 1476 
Lues lat. Allein 1627 1627 
Serum Gummi 10 1494 1494 
Grav. m. VIII. Gelatine 5 1486 1486 
+ Lues IIT Allein 1709 1707 


*) Gummi und Gelatine Merck. 


2zugesetzten Substrat- und EiweiBlésungen, durch Feststellung de: 
optimalen Reaktionsbedingungen oder Adsorptionsversuche nicht ent- 
scheiden. 


Dies zeigen bereits Adsorptionsversuche mit verschiedenen A¢- 
sorbenzien, bei denen die Verhaltnisse noch relativ iibersichtlich liege: 
Im Gegensatz zu Plaut, der jedoch mit dem Dialysierverfahren ar- 
beitete, findet sich bei Nichtschwangerenseren mit dem Alkoholverfahre: 
keine Zunahme der Spaltprodukte durch Ausschiittelung mit Ad: 
sorbenzien im Vergleich zu den zusatzfreien Seren. Durch den Vorgan: 
des Schiittelns sowie des Ausschiittelns mit Bleiacetat, Bolus, Kohli 
Kaolin und Kieselgur werden die mit dem Alkoholverfahren nach- 
zuweisenden Abbauprodukte nicht erkennbar vermehrt (Tabelle XX]) 
Bei geniigend langer Aufbewahrung sind die Ausfdlle der Ninhydriv- 
probe (Tabelle XXI, Serum 4 bis 10) sédrker, aber entsprechend. FE: 





ren 
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Tabelle XXI. 





1 2 3 4 5 6 7 8 a 


Ausfall des Alkoholverfahrens bei Zusatz von 





de 





Behand- | = 33 
Serem lung = Blei+_ Bolus Carboy ,4.,,| Kiesele |\Quaree 2 2% 
acetat alba animal. “*" = gur sand £5 HE 
2 co 
» @& 
1, Gesund |s°% s— — oa | os | oo 
2. Hypertonie A2ESS — _— Spur; — | — 
3. Nephrosklerose jase ei — . e+] +4 
4. Gesund O.%S Spur) + — + + | + |Spur + 
5. Arteriosklerose S25 ot eH] Siete!) + L+H] +t! + 
6. Hypertonie Pe | ‘ + Spur + + | int | + + 
7. Bronchitis zs & mn Spur 6 Spur 4 + | + 4 
8. Nephrosklerose Sec es + |Spur ++ + - | + j++ 
9. Uramie 5 &> — |Spur) — ++ +4+4+/4+4+/4+4+ +4 
10. Myocarditis = v Spur , — ie | ++ is] + 


scheint demnach eine Adsorption von Abbauprodukten an das Adsorbens 
stattzufinden, was ja schon hinsichtlich des EiweifBes bei der Koagulation 
oben vermerkt wurde. 


In Tabelle XXII ist nun die Beziehung der Brechungsdnderung und 
der Menge mit Ninhydrin nachzuweisender Eiweifspaltstiicke untersucht. 
Betrachtliche Refraktionsabnahme erfolgt durch Adsorption mittels 
Bolus, Kaolin und Kieselgur, geringere bei Kohle. Diese Abnahme ist 
vorwiegend durch HiweiBkirperadsorption bedingt. Dies lieB sich in 
anderen Versuchen durch die quantitative Fibrinogenbestimmung vor 
und nach Ausschiittelung von Plasma mit Adsorbenzien direkt nach- 
weisen, wobei die Wahl des Fg als besonders leicht adsorbierbarem 
EiweiBkérper sehr geeignet ist. Infolgedessen ist nun der refrakto- 
metrische Ausdruck der Mitadsorption von Abbauprodukten einer 
Untersuchung unzugiinglich, Um den mechanischen Effekt des 
Schiittelns von Serum mit dem suspendierten Pulver getrennt zu beob- 
achten, wurde in gleichartiger Versuchsanordnung dieser Vorgang mit 
nicht adsorptionsfahigem, subtil pulverisiertem Quarzsand untersucht. 
AuBerdem wurden durch Verstirkung der Ninhydrinprobe (s. Be- 
merkung zu Tabelle XXII) die Verhaltnisse iibersichtlicher gestaltet 
(gleiche Tabelle, Fall 4 bis 8). Eine gesetzmaBige Beziehung zwischen 
Adsorptionsfahigkeit und Menge der gebildeten Spaltprodukte besteht 
nun nicht, im Gegenteil ist die Ninhydrinprobe bei den Serumsuspensions- 
gemischen geringer als bei den entsprechenden Kontrollen. Bei diesen 
hat bereits Aufbewahrung bei Brutschranktemperatur, Schiitteln, jedoch 
nicht Ausschiitteln mit Quarzsand eine regelmaBige Dichteerhéhung 
zur Folge. Waren die Abbauprodukte zur Adsorption gelangt, so 
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konnte versucht werden, sie bei Extraktion der benutzten Pulver im 
Alkoholverfahren wiederzuerhalten. Ein Vergleich des Ausfalls der 
Ninhydrinprobe derjenigen Seren, die klar nach Abzentrifugierwny des 
Adsorbens (1 bis 5) mit denjenigen, die mit dem Pulver zugleich im 
Alkoholverfahren bestimmt wurden, ergab keinerlei Differenzen, dic 
diese Annahme sichern konnten. 

Schwangerensera, ebenfalls auf der Héhe des Verdauungsprozesses 
entnommene Sera, erwiesen sich tibereinstimmend mit den friiherey 
Versuchen auch hier von stdrkerer BeeinfluBbarkeit, sowohl im Hinblick 
auf die Menge gebildeter Spaltprodukte, die Starke der Eiwei adsorption, 
wie auch die Abnahme des I. W. Prinzipiell ergaben diese Versuche 
das gleiche Ergebnis, wie mit den iibrigen Nichtschwangerenseren 
(Tabelle XXIII). Also auch in dieser Versuchsanordnung laBt sich 
kein Zusammenhang zwischen eiweibspaltender Fermentwirkung und 
Refraktionsinderung erkennen. Weitere Aufschliisse sind von der 
Heranziehung der interferometrischen Analyse nicht zu erwarten, 
womit das Thema der Arbeit erschépft scheint, da die Untersuchung 
der Fermentprozesse hier nur im Hinblick auf gleichzeitige optische 
Dichteinderungen erfolgen sollte. 


Am Schlu8 danke ich Fri. Dr. Erna Meyer fiir wertvolle Mithilfe 
bei den Untersuchungen. Das Literaturverzeichnis blieb auf Wunsch 


der Redaktion fort. 
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Die Permeabilitat der Kollodiummembranen. 
Von 
Raphael Ed. Liesegang. 


(Institut fiir physikalische Grundlagen der Medizin der Universitat 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 11. August 1926.) 


Auf Grund der auBerordentlich vielen Anwendungen fiir die Dialyse 
ud Ultrafiltration hatte man die Permeabilitat der Kollodiummembran 
derart zu beherrschen gelernt, da8 damit das Erforschenswerte erschipft 
«hien. Erneutes Interesse entstand dann jedoch infolge der Studien 
von L. Michaelis und A. Fujita’) iiber die Durchlissigkeit der trockenen 
Kollodiumhaute. Aber auch damit diirfte die Angelegenheit nicht zum 
AbschluB gekommen sein, denn aus etwa 10000 Protokollen iiber eine 
eigene Versuchsreihe ersehe ich immer wieder, daB die Durchlissigkeit 
des trockenen Kollodiums der GréSenordnung nach eine durchaus 
andere war als sie nach den Angaben von Michaelis erwartet werden 
mubte. Und trotzdem sollen letztere hier nicht im geringsten an- 
gefochten werden. Die Versuchsbedingungen unterscheiden sich um 
ein geringes, das ich zuerst nicht in Rechnung gesetzt hatte. 

Zur Herstellung der Ultrafiltermembranen wird gewoéhnlich eine 
porése Unterlage, z. B. aus keramischem Material oder Filtrierpapier, 
mit dem Kollodium durchtrankt. Man kénnte verleitet sein, dieses 
Prinzip mit der Unterlage auch zu den Michaelisschen Versuchen zu 
verwenden, d.h. man wiirde eine auf Papier gezogene Schicht von 
\ther-Aikohol-Kollodium (da der Eisessig die Ultrafilterschichten zu 

rmeabel machen wiirde) eintrocknen lassen. Und man wiirde erstaunt 
in, daB die Kollodiumhaut gar nicht jene Abdichtung gegen die 
meisten jener wiisserigen Salzlésungen herbeifiihrt, fiir welche die 
trockene Kollodiumhaut nach Michaelis undurchiissig ist. Der Unter- 
schied beruht allein darin, daB Michaelis seine Membran ohne solche 
Stiitzschicht trocknen l14Bt. Er beschreibt dieses Verfahren, ohne 


1) Diese Zeitschr. 161, 47, 1925; 164, 23, 1925. 
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darauf hinzuweisen, daB in diesem Freitrocknen ein Faktor von grup. Py 
legender Bedeutung enthalten ist. Gel 
Die freitrocknende Kollodiumhaut schrumpft namlich erheblich MM jo 


zusammen. Man kann sich vorstellen, daB es hierbei zu einer starkerey Mi jas 
Verminderung der Poren kommt, welche das Verdunsten des sehr yj 
reichlich vorhandenen Lésungsmittels veranlaBt, als bei jenen Schichten I gic 
deren Schrumpfung durch den Kontakt mit der starren Unterlage fi jo; 
gehindert ist. Bic 


Einige Beispiele mégen die groBe Differenz gegeniiber M ichacli: fi wie 
zeigen, der gefunden hatte, daB Salze iiberhaupt nicht mehr durch Hi al 
die trockene Kollodiummembran hindurchdiffundieren, wenn jhy 
Geschwindigkeit bei freier Diffusion kleiner als die Halfte derjenige I wel 
des KC} ist. Per 

Wie bei Michaelis wurde 4proz. Kollodium auf einer Glasplatte aus. rr 
gebreitet, dann jedoch nicht abgezogen, sondern nach eintagiger Trocknung Dut 
mit einer Glycerin und NaCl enthaltenden Gelatineschicht tiberzogen.@ | ;.. 
Letztere lieB sich nach dem Erstarren mit der Kollodiumhaut leicht von Qu 
der Glasplatte abziehen. Dieses Material diente zu einigen Diffusion. 
versuchen: Es wurden Streifen davon mit der Gelatineseite auf eine Glas. 


yon 


platte gelegt, welche einen Uberzug mit einer Glycerin und AgNO, ent. = 
haltenden Gelatinegallertschicht erhalten hatte. War das NaCl molekulari 
mehrwertig, so drang es in die AgNO,-Gallerte hinein. Trennte man die fj \.;, 
Schichten nach einem Tage wieder, so fand sich eine dichte AgCl-Triibung 
in der AgNO,-Schicht. Umgekehrt war es bei molekularer Mehrwertigkeit  ,;,., 
des AgNO,. Legte man nun den NaCl-Streifen mit der Kollodiumseite aui J j,.. 
die AgNO,-Gallerte, so war nach einem Tage kein Unterschied in der 

AgCl-Triibung gegeniiber den vorgenannten Anordnungen zu _ finden. 

NaCl und AgNO, diffundieren also iiberraschend schnell durch das ee 


Kollodium. 
\ suc 

Es kénnte hier die Verwendung des Glycerins Bedenken erregen, J mit 

da Fujita fand, daB dasselbe, wenn auch sehr langsam (in mehreren fi !2P 
Tagen), durch das trockene Kollodium zu dringen vermége. Dadurch fj" 










kénnte es Poren fiir den Salzdurchtritt schaffen. Deshalb wurde Papier a 
mit Kollodium iiberzogen und nach eintagigem Trocknen eine silber-J inde 
nitrathaltige Gelatinelésung auf die kollodionierte Seite gebracht.J§ Ube 
Nach einigen Tagen zeigte die Briunung des Papiers an, daB AgN(, — 
in dasselbe eingedrungen sei. Das Betupfen mit einem photographischen Ne 
Entwickler lieB tiefe Schwarzung auftreten. An der hohen Durchiissig- 
keit der in Spannung getrockneten Membran ist also nicht mehr m 
zweifeln. za 
Einwandfrei ist dieser Versuch auch nur dann, wenn das Papier re 
eine vollkommen glatte Oberfliche hat. Ein kurzes Eingehen hieralfj _. 
ist angebracht, weil Filtrierpapiere, also Papiere mit unebener Ober. jets 


fliche, zur Herstellung von Ultrafiltern verwendet worden sind. Ein 
Papier, welches eine ganz regelmaBige Prigung in Form sehr kleiner 
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pyramiden erhalten hatte, wurde erst mit Kollodium, dann mit Ag N O,- 
(Gjelatine tiberzogen. Bei geeigneter Wahl des Papiers laBt sich diese 
Doppelschicht im trockenen Zustande abziehen. Man sieht dann, wie 
das Ag NO, bevorzugt an den Spitzen der Pyramiden eingedrungen ist. 
Hier ist die Kollodiumschicht am diinnsten, denn das Kollodium hat 
sich beim GuB in den Talern angesammelt. Legt man eine solche ab- 
gezogene Schicht mit der Kollodiumseite auf eine frisch gegossene 
Bichromat-Gelatineschicht, so findet man die Spitzen als rote Flecke 
wieder. Eine auf rauher Unterlage gegossene Kollodiumschicht ist 
also in hohem Grade unhomogen. 


Michaelis und Fujita haben meist mit Kollodiumschichten gearbeitet, 
welche (nur) einen Tag getrocknet worden waren. Das ist ein fiir die 
Permeabilitét sehr giinstiger Umstand, denn Kollodiumschichten verlieren 
beim Trocknen an der Luft die letzten Reste ihres Lésungsmittels erst in 
viel langerer Zeit. Jene Spuren von Lésungsmitteln vermitteln aber den 
Durchtritt in hohem MaBe, indem sie im Kontakt mit einer wasserigen 
Lésung bald durch Wasser ersetzt werden (obgleich dieses an sich kein 
Quellungsmittel fiir die Nitrocellulose ist). Bei dieser ,,Pseudomorphose 
von Wasser nach Ather-Alkohol“ erinnere ich an einen Alteren Versuch’): 
Ene mit einer trockenen Gelatineschicht behandelte Glasplatte wird mit 
einer Kollodiumschicht tiberzogen und diese wochenlang getrocknet. Badet 
man sie nun in wasseriger Methylenblaulésung, so farbt sich die Gelatine 
keine Spur an, weil kein Farbstoff hinkommen kann. Bestreicht man aber 
vorher eine Stelle mit Alkohol, der ziemlich wasserhaltig sein kann, spiilt 
diesen dann griindlich mit Wasser hinaus, so farbt sich die Gelatine unter 
der pseudogequollenen Stelle sofort tief mit Methylenblau an. 

Michaelis hatte einige Schwierigkeit, den Durchtritt von Wasser durch 
trockenes Kollodium (mittels einer osmotischen Methode) nachzuweisen. 
Nicht allein fiir diese, sondern auch fiir andere Permeabilitaétsunter- 


® suchungen sei ein viel einfacheres Verfahren angegeben : Glasplatten werden 
mit einer Mischung von etwa gleichen Teilen (Kautschuk-) Latex und 


12proz. Gelatinelésung iiberzogen. Im trockenen Zustand zeigt diese Schicht 
nur eine schwache Mattur, sie hemmt den Lichtdurchtritt aber fast nicht. 
Ganz anders ist es, wenn sie mit Wasser angefeuchtet wird. Sie wird un- 
durchsichtig weiB, weil nun ein sehr groBer Unterschied im Brechungs- 
index der Kautschuktrépfchen und ihrer Umhiillung zustande kommt. 
Uberzieht man eine solche trockene Schicht mit Kollodium und befeuchtet 
sie in verschiedenen Trocknungszustaénden (nach einem Tag oder nach 
Wochen) mit Wasser, so sieht man das Milchigwerden der Unterlage um so 
langsamer auftreten, je trockener die Kollodiumschicht war. 


Bei einer kleinen Abainderung des Versuchs ist eine scheinbar 
paradoxe Erscheinung zu beobachten: Nachdem die vorgenannte 
Kollodiumschicht. einige Stunden getrocknet ist, kommt an einer Stelle 
eine Gelatineschicht darauf, die man ebenfalls trocknen |a8t. Dann 
wird dieses System monatelang aufbewahrt. Legt man die Schicht 
jetzt in Wasser, so tritt trotz der Mehrbedeckung unter dem Gelatine- 

') R. EB. Liesegang, Zeitschr. f. biol. Techn. 2, 151, 1910. 
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strich das WeiBwerden viel rascher auf als an den unbedeckten Stellen?) 


Man wird dabei an die kolloiden Konservierungsmittel bei der Her. 


stellung der alten Kollodiumtrockenplatten in der Photographie er. 
innert. Die Erscheinung wird auch dann zu beriicksichtigen sein, weny 
man einmal das Prinzip der Doppelmembran von J. Loeb auf trockenes 
Kollodium iibertrigt. 


Zusammenfassung. 


Kollodiummembranen besitzen dann eine weit héhere Permeabilitit 
als man sie nach den Feststellungen von L. Michaelis und A. Fujita 
erwarten sollte, wenn sie nicht im freien, sondern im gespannten Zu. 
stande getrocknet wurden. Da hierbei die Poren starker erhalten 
bleiben, kommen sie in ihren Eigenschaften den von Michaelis studierten 
Paraffinmembranen naher. 








1) Kommt es darauf an, den Durchtritt von undurchsichtigen oder 
starker gefirbten Hauten, z. B. von Bliitenblattern zu zeigen, so legt mai 
eine diinne Schicht von Tuschegelatine iiber die Latexgelatine und studier 
von der Riickseite das WeiBwerden. —- Man kann die Membranen auc! 
auf die noch gequollene Latexgelatine legen und nun die Trocknungs 
verzégerung durch die aufgelegte Membran verfolgen. 
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Die Abhingigkeit der Wassermannreaktion von den Globulinen’), 


Von 
J. Forssman. 


(Aus dem pathologischen Institut und der venereologischen Abteilung 
der Universitat Lund, Schweden.) 


(Eingegangen am 11. August 1926.) 


Man wiirde vielleicht geneigt sein, sich vorzustellen, daB die in 
letzter Zeit von Sachs, Klopstock und Weil (1) tiber die Wassermann- 
reaktion ausgefiihrten Untersuchungen den Globulinen jene Rolle ganz 
entzogen hiatten, die man ihnen bei genannter Reaktion friither zu- 
geschrieben hat. Dies ist indessen nicht der Fall. Seit Landsteiner und 
Sims (2) gezeigt haben, daB das lipoide Forssman-Antigen, das ja an sein 
spezifisches Antiserum gebunden wird, erst nach der Mischung mit 
Schweinsserum zur Antikérperbildung fiihrt, fanden Sachs, Klopstock 
und Weil, daB sich der lipoide Extrakt von z. B. Kaninchenorganen 
auf die gleiche Weise verhalt; sie konnten also durch die Injektion 
dieses Extraktes, nicht allein, aber gemischt mit Schweinsserum, bei 
Kaninchen bewirken, da mit deren Serum eine stark positive Wasser- 
mannreaktion (WR) erhalten wurde. Aber das sichibare Auftreten der 
Serumverdinderung, zustandegekommen durch die gegebenen Injektionen, 
ist ja indessen die Komplementbildung, und hinsichtlich dieser sind die 
genannten Verfasser fortwihrend der Ansicht, die Sachs (3) schon seit 
langem vertreten hat, daB sie nimlich auf einer Dispersitaétsverinderung 
beruht, einer ,,Dispersitatsvergréberung“ der Globuline, die ihrerseits 
eine Folge der Antigen-Antikérpervereinigung in vitro ist. 

Fir andere, z. B. Weissbach (5), ist auch die Dispersitats-,, Labilitat“ 
der Globuline fiir die Komplementfixierung bei der WR das Ent- 
scheidende, sie sind aber zum Unterschied von Sachs der Ansicht, daB 
diese Eigenschaft der Globuline intravital ist, im Organismus durch 
den syphilitischen Proze8 hervorgerufen. Sie ist also fiir diese, was 


") Vortrag, gehalten auf dem dritten skandinavischen Pathologen- 
kongreB8 in Kopenhagen, den 5. bis 7. Juli 1926. 
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andere (6) WR-Substanz nennen, die ja den Sachs-Klopstock -W eilsc hey 
Antikérpern entspricht. 

Die Komplementbindung wird demnach sowohl von Sachs y¢ 
seiner Schule wie von den anderen als von den Globulinen abhangiy 
betrachtet — von einer ,,DispersititsvergréBerung“ oder ,,erhéhter 
Labilitat“‘ — ; der einzige Unterschied besteht darin, daB diese Globulin. 
veranderung fiir die ersteren in vitro bei der Mischung von Antigen und 
Antikérper eintritt, wihrend sie fiir die letzteren vital ist. 

Sehr bezeichnend fiir diese Richtungen schreibt Lehmann-Facius (4 
kiirzlich: ,,Jede Luesreaktion ist von einer gewissen Globulinveranderung 
begleitet, die bei der 8. G. R. starker zu sein pflegt als bei der M.'T. R 
und WR*. 

Fiir eine dritte Gruppe von Forschern, zu der ich mich rechne, ist 
die Rolle der Globuline bei der WR immer ungewiB gewesen, indem diy 
Reaktion in ihrer Ganze, demnach auch die Komplementbindung, als von 
der Anwesenheit der sogenannten WR-Substanz im Serum abhingig 
gedacht wurde, die in Analogie mit einem Ambozeptor wirkte. 

DaB die Globuline fiir die Erklarung der WR diese Stellung erhalten 
haben, die ihnen schon Sachs, Weissbach u.a. zugesprochen haben, 
beruht in der Hauptsache auf zwei Umstinden. Teils war es die Er- 
scheinung, daB nach den iibereinstimmenden Resultaten einer Menge 
von Forschern die WR bei der Ausfallung von syphilitischen Seren mit 
den Globulinen folgt. Aber des weiteren auch deshalb, da die Globuline - 
auch von WR-negativen Seren — nach dem Ausfillen und Lésen in 
physiologischer Kochsalzlésung, jedoch ohne Inaktivierung, positive 
WR geben. 

Es ist indessen offenbar, daB keiner dieser Griinde fiir die Rolle der 
Globuline bei der WR beweisend ist. Der erste Grund, der der starke 
ist, kann ja ebensogut damit erklirt werden, daB die Globuline bei 
ihrer Falung die WR-Substanz adsorbieren. Und anschlieBend an 
Dialyseversuche habe ich auch gesehen, daB in einem Kollodiumsack, 
in dem ein WR-positives Serum dialysiert worden war, der gréBte Teil 
der erhaltenen Fallung in physiologischer Kochsalzlésung gelést werden 
konnte — die Globuline —, die indessen keine WR gaben, wihrend ein 
auBerst kleiner Riickstand erst in n/,999 Soda und 0,8proz. NaCl léslich 
war, und dieser enthielt die WR-Substanz quantitativ oder, mit anderen 
Worten, gab die WR quantitativ (6). 

Diejenigen Untersuchungen, auf die sich die Auffassung iiber lic 
Bedeutung der Globuline fiir die WR stiitzt, sind in der Regel an Seren 
ausgefiihrt. Dagegen hat man dabei auf das Verhiltnis der Globuline 
in WR-positiven Lumbalfliissigkeiten nicht geniigend Riicksicht ge- 
nommen. 
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Wie bekannt, tritt die WR in der Lumbalfliissigkeit zuweilen schon 
bei primarer Syphilis auf, ziemlich oft bei sekundarer, nicht ganz selten 
bei latenter oder manifester, spiter Syphilis, regelmaBig bei Paralyse 
und in einem groBen Prozentsatz bei Tabes. Mit ihr folgt so gut wie 
immer eine Zellen- und EiweiBzunahme, eine Vermehrung der Globuline. 

Bei gewohnlicher Behandlung und vielleicht auch ohne Behandlung 
gehen diese Verinderungen in der Lumbalfliissigkeit, die von einer 
Meningitis herriihren, bei primaérer und sekundarer Syphilis zuriick; 
ausgenommen sind einige Fille, wo sie von dauernderer Natur sind und 
erst bei intensiverer Behandlung vielleicht verschwinden oder sich 
verschlimmern !). 

Wenn sie verschwindet, so geht dies oft so, daB zuerst die WR, 
dann und nicht selten beinahe parallel die Zellen- und die Eiweib- 
erhdhung heruntergehen. 

Bei der spiten Syphilis ist die Verinderung gegen die gewéhnliche 
Behandlung meistens ziemlich oder vollkommen resistent, und bei 
Paralyse oder Tabes wird sie dadurch im allgemeinen kaum beeinflubt. 

Um nun die syphilitische Meningitis in jenen Fallen, wo eine 
gewohnliche Behandlung keinen Effekt hat, beeinflussen zu kénnen, 
bedient man sich ja teils intralumbaler Salvarsanbehandlung, teils einer 
aspezifischen Therapie wie Malaria- und Rekurrenzbehandlung. 

Meine persénliche Erfahrung in bezug auf diese Behandlungs- 
formen erstreckt sich nur auf die endolumbale Salvarsanbehandlung. 

Hier sieht man nun, wie die genannten Verinderungen der Lumbal- 
flissigkeit von der endolumbalen Salvarsanbehandlung beeinflubt 
werden; dies erfolgt jedoch nicht gleichférmig und auBerdem ver- 
schieden in verschiedenen Fallen. Zuweilen verschwindet die WR 
merst, dann die Zellen und schlieBlich die Globuline, in anderen kann 
die Reihenfolge umgekehrt sein, und mitunter, wie im Falle 8S. /., 
Tabelle I, sind die Zellen das Resistenteste. Am hiiufigsten diirften 
jedoch die Zellen zuerst verschwinden, wie Olga M.und A. A. (Tabelle Il) 
zeigen, wahrend die WR positiv verbleibt, damit anzeigend, daB der 
Zellengehalt in keiner Beziehung zur WR steht oder mit ihr keinen 
genetischen Zusammenhang besitzt; darauf verschwinden dann die 
Globuline und zuletzt, wenn iiberhaupt, die WR, so bei Martin O. und 
A.A. Wie mir Dr. Loberg, Krankenhaus St. Lars, Lund, freundlichst 
mitgeteilt hat, diirfte diese Reihenfolge nach den Erfahrungen im 
genannten Krankenhaus auch bei der Malariabehandlung der Paralyse 
die gewéhnliche sein. 

Hier habe ich nun zwei Fille, M.0O. (Tabelle I) und A. A., wo sich 
die WR konstant positiv auf 0,2 ccm gehalten hat und wo die Globuline 


1) In bezug auf Prozentzahlen siehe Schou (7). 
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allmahlich verschwunden sind, und im Falle S.J (Tab. 1) verblieh 
die WR lange Zeit ohne einen Globulingehalt bestehen. 

Ein derartiges Verhaltnis, daB die Lumbalfliissigkeit stark positive 
WR und gleichzeitig vollkommen negative Nonne zeigt, ist keineswegs 
haufig. Einzelne solche Beobachtungen findet man jedoch in der 
Literatur, z. B. bei Schou (7), dessen Fall 225 dieser Kategorie angehdrt, 
ebenso die Fille auf Seite 162 und 233 bei Gennerich (8). Im Kranken. 
haus St. Lars zu Lund sind mir von den malariabehandelten Paralytikern 
auch zwei Faille (Fille 32 und 34 in Tabelle I) giitigst zur Verfiigung 
gestellt worden, die, wie die Tabelle zeigt, ein gleiches Bild der Lumbal. 
fliissigkeit aufweisen. 

Was beweisen nun diese Beobachtungen, die von verschiedenen 
Seiten herstammen und sich also gegenseitig bestaitigen? Zur vollen 
Evidenz, da8 die Globuline fiir die WR keinerlei Rolle spielen und da 
demnach die WR weder durch eine Labilitatssteigerung der Globuline 
in vivo, wie Weissbach glaubt, oder in vitro, wie Sachs annimmt, bedingt 
wird. Das Wahrscheinlichste ist daher, daB die WR, einschlieBlich der 
Komplementbindung, seine Ursache darin hat, daB die Wassermann- 
substanz — die Antikérper — wie ein Ambozeptorsensibilisator auf das 
Antigen wirken und daB dadurch die Komplementbindung zustande- 
kommt. 

Bei Mischung von Wassermannantigen und Luesserum entsteht 
ja allerdings, wie die 8. G. R. und M. T. R. uns zeigen, eine Fallung von 
hauptsachlich Lipoiden, woran auch Globuline beteiligt sind (Niedhojf, 
Weissbach), aber der Umstand, da8 sich die 8. G. R. in der Lumbal- 
fliissigkeit als weniger verlaBlich herausgestellt hat als im Serum, beruht 
vielleicht gerade darauf, daB die Lumbalfliissigkeit, verglichen mit dem 
Serum, armer, oft sehr arm an oder sogar frei von Globulinen ist, wie 
eben hier dargetan ist. 

Als SchluBsatz des Obenstehenden kann demnach gesagt werden, daf 
die Globuline fiir die WR keinerlei Bedeutung besitzen. 
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